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Trattamento della malattia neoplastica 
 
Il termine neoplasia significa letteralmente “nuova crescita”. La neoplasia è 
infatti una massa anormale di tessuto che cresce in eccesso e in modo scoordinato 
rispetto ai tessuti normali, e, una volta cessati gli stimoli che hanno indotto il 
processo, persiste in questo stato. E’ noto che la persistenza dei tumori deriva 
dalle alterazioni genetiche che sono trasmesse alla progenie delle cellule 
tumorali. Queste modificazioni genetiche permettono l’eccessiva e sregolata 
proliferazione che diventa indipendente dagli stimoli fisiologici di crescita, 
sebbene i tumori rimangano generalmente dipendenti dall’ospite per la loro 
nutrizione e l’apporto ematico.[1] 
Le forme più comuni di cancro si verificano nei tessuti epiteliali. I tessuti 
epiteliali sono separati, per mezzo di una membrana basale, dal tessuto 
connettivo sottostante, dai vasi sanguigni e linfatici e dai nervi. I tumori di 
origine epiteliale mostrano differenze strutturali rispetto alla normale architettura 
del tessuto da cui originano. Durante la crescita neoplastica molte cellule sono 
prodotte più del necessario per sostituire le cellule perdute. L’architettura del 
tessuto neoplastico non è ordinata, mentre gli strati delle cellule epiteliali sono 
disposti regolarmente. Le cellule neoplastiche sono distinte dalle cellule normali 
in quanto caratterizzate da una perdita della differenziazione cellulare. Il grado di 
differenziazione si riferisce alla misura in cui le cellule neoplastiche continuano 
ad assomigliare morfologicamente e funzionalmente alle cellule normali del 
tessuto in cui la neoplasia si è sviluppata. Le cellule ben differenziate sono 
cellule che sono morfologicamente simili a cellule normalmente presenti nel 
tessuto di origine e che mantengono molte delle funzioni delle cellule normali. In 
una neoplasia scarsamente differenziata le cellule neoplastiche hanno un aspetto 
primitivo e soffrono della perdita del normale funzionamento. La riduzione della 
differenziazione è una caratteristica importante dei tumori maligni, ed è indicata 
come anaplasia. Le cellule e i loro nuclei mostrano variazioni in dimensioni e 
forma, che vengono indicate come pleomorfismo.[2] 
L’eziologia dei tumori non è ancora oggi del tutto chiara. L’incidenza, la 
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distribuzione geografica ed il comportamento dei vari tipi di cancro sono legati a 
molteplici fattori predisponenti comprendenti sesso, età, predisposizione genetica 
ed esposizione a cancerogeni ambientali. Di questi vari fattori l’esposizione 
ambientale è probabilmente la più importante. Sono stati infatti identificati 
numerosi agenti biologici, fisici e chimici con potere cancerogeno. 
Tra i fattori biologici, nonostante i numerosi dati sperimentali, pochi organismi 
viventi sono stati significativamente correlati all’insorgenza dei tumori. Fra 
questi i virus rappresentano la categoria più importante. Dei virus umani a DNA, 
quattro sono di particolare interesse poiché sono implicati nella genesi di tumori 
nell’uomo: il papillomavirus (Human Papilloma Virus-HPV), il virus di 
Epstein‐Barr (Epstein-Barr Virus EBV), il virus dell’epatite B (Hepatitis B 
Virus‐HBV) e l’herpes virus del sarcoma di Kaposi (Kaposi Sarcoma 
HerpesVirus–KSHV). Per quanto riguarda invece i virus oncogeni a RNA, un 
solo retrovirus umano, il virus della leucemia umana a cellule T di tipo 1 (Human 
T‐cell Leukemia Virus type 1–HTLV‐1) è sicuramente implicato nella genesi del 
cancro.[1] 
Tra i fattori cancerogeni di natura fisica le radiazioni sono responsabili del 3% 
delle neoplasie. L’energia radiante, sotto forma di raggi UV solari oppure di 
radiazioni ionizzanti elettromagnetiche e corpuscolate, può trasformare 
praticamente tutti i tipi cellulari sia in vitro che in vivo ed indurre tumori sia 
nell’uomo che nell’animale da esperimento. Molti studi epidemiologici indicano 
che i raggi UV solari inducono un aumento nell’incidenza del carcinoma 
squamocellulare, del carcinoma basocellulare e del melanoma della cute. Le 
radiazioni elettromagnetiche (raggi x e raggi γ) e corpuscolate (particelle α e β) 
sono tutte cancerogene e le prime evidenze risalgono a molti decenni fa. I 
minatori che lavorano in miniere di elementi radioattivi nell’Europa centrale e 
nella regione delle Montagne Rocciose degli Stati Uniti hanno un’incidenza di 
carcinomi polmonari dieci volte maggiore della popolazione normale. Ancor più 
eloquenti sono i dati relativi al follow-up dei sopravvissuti alle bombe atomiche 
di Hiroshima e Nagasaki. Un marcato aumento dell’incidenza dei tumori alla 
tiroide è stato documentato anche nelle aree che sono state esposte alle 
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radiazioni, liberatesi nel corso dell’incidente alla centrale nucleare di Chernobyl 
nel 1986. Nell’uomo c’è una gerarchia nella suscettibilità dei differenti tessuti a 
sviluppare tumori indotti dalle radiazioni. Le più frequenti sono le leucemie, i 
tumori alla tiroide, alla mammella, ai polmoni e alla cute.  
Tra i fattori cancerogeni di natura chimica possiamo individuare tre classi:  
1. Cancerogeni ad azione indiretta o procancerogeni quali idrocarburi aromatici 
policiclici, azocomposti, nitrosocomposti, sostanze naturali, idrocarburi 
alogenati, sostanze varie e farmaci. Queste sostanze per provocare il cancro 
devono essere metabolizzate nella cellula a cancerogeni. 
2. Cancerogeni ad azione diretta quali metalli e sostanze spontaneamente 
alchilanti. 
3. Cancerogeni non-genotossici come l’asbesto e i fibrati. 
La terapia tumorale si basa su diversi approcci: 
• Trattamento chirurgico 
• Radioterapia 
• Chemioterapia 
Nel primo caso la massa tumorale è rimossa mediante intervento chirurgico. Ciò 
è possibile qualora il tumore sia ben localizzato e non in fase di metastasi. La 
radioterapia, usata da sola o associata a chirurgia/chemioterapia è una modalità di 
trattamento localizzato del tumore che vede l’utilizzo di radiazioni ionizzanti. La 
chemioterapia invece si basa sulla somministrazione sistemica di farmaci 
antitumorali sia sul tumore localizzato sia su quello metastatico. Il principale 
problema legato a tale terapia è la mancata selettività di azione del farmaco che 
non agisce solo sulle cellule malate ma anche su quelle sane, principalmente i 
tessuti in rapida proliferazione come il midollo osseo, la mucosa orale, il bulbo 
pilifero, l’ovaio ed il testicolo.[1] 
La ricerca farmaceutica è pertanto dedicata all’individuazione di nuovi farmaci 
capaci di agire selettivamente sui tessuti malati e la messa a punto di nuove 
strategie terapeutiche antitumorali rivolge sempre più l’attenzione alle anomalie 
che coinvolgono tre importanti classi di geni: i proto-oncogeni, che stimolano la 
cellula a progredire nel suo ciclo cellulare (figura 1) (aumento di volume, 
replicazione del DNA e divisione cellulare), gli oncosoppressori, che inibiscono 
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la proliferazione cellulare, e i geni coinvolti nella riparazione del DNA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Ciclo cellulare 
 
La replicazione cellulare è, infatti, un meccanismo finemente regolato e costituito 
da vari stadi. Quando un gene che regola il ciclo cellulare subisce una mutazione, 
la cellula ha la possibilità di crescere e replicarsi in maniera incontrollata e, se 
non si ha l’intervento di sistemi riparatori o se non si verifica apoptosi, le cellule 
figlie erediteranno la capacità di proliferare in maniera alterata. Generalmente gli 
oncosoppressori subiscono mutazioni recessive con perdita di funzione, mentre i 
proto-oncogeni subiscono mutazioni con acquisto di funzione determinando 
un’aumentata e incontrollata attività degli oncogeni, versioni mutanti dei geni 
normali (i proto-oncogeni). 
Le mutazioni dei geni riparatori del DNA agiscono sulla capacità di un 
organismo di riparare lesioni non letali in altri geni, compresi i proto‐oncogeni e 
gli oncosoppressori influenzando la proliferazione o indirettamente la 
sopravvivenza della cellula. Un’inattivazione di tali geni può predisporre a 
mutazioni del genoma e quindi alla trasformazione neoplastica della cellula. 
Tuttavia una sola mutazione nei geni che controllano il ciclo cellulare non è in 
grado di generare un tumore, ma sono necessarie più mutazioni (progressione 
tumorale) in numero variabile secondo il tipo di tumore. 
 
 
Introduzione 
 
5 
Ruolo delle proteine chinasi nella patologia tumorale 
 
Le proteine chinasi rappresentano un valido target nella terapia antitumorale in 
quanto sono coinvolte nella crescita, nella differenziazione, nel metabolismo e 
nella morte cellulare. Esse possono provocare l’insorgenza del cancro in seguito 
all’acquisizione di forme anomale o ad una loro iperespressione. [3] 
Le proteine chinasi catalizzano la reazione di fosforilazione trasferendo il gruppo 
fosfato in posizione γ dell’ATP, che fa da donatore, ad un gruppo ossidrilico di 
un amminoacido che fa da accettore. In condizioni fisiologiche, la fosforilazione 
della tirosina rappresenta un fondamentale meccanismo di traduzione del segnale 
che procede gerarchicamente in un ordine sequenziale di interazioni tra proteine, 
garantendo una comunicazione tra le cellule e regolando aspetti chiave della vita 
delle cellule quali la proliferazione, la differenziazione, il metabolismo e 
l’apoptosi. In base al substrato accettore le proteine chinasi si suddividono in tre 
famiglie: 
• Chinasi a serina/treonina, se il gruppo fosfato è trasferito dall’ATP ad un 
residuo di serina o treonina 
• Chinasi a tirosina, se il gruppo fosfato è trasferito dall’ATP ad un residuo di 
tirosina  
• Chinasi a doppia funzione, in grado cioè di fosforilare sia residui di tirosina sia 
di serina/treonina. 
Per quanto riguarda le tirosina chinasi, su cui è focalizzata l’attenzione in questa 
tesi, è opportuno effettuare un’ulteriore classificazione in: 
a) Receptor tirosina chinasi, suddivisibili in 19 famiglie, classificate sulla base 
del gene da cui derivano (AATYK, ALK, AXL, DDR, EGFR, EPH, FGFR, 
INSR, MET, MUSK, PDGFR, PTK7, RET, ROR, ROS, RYK, TIE, TRK e 
VEGFR). 
b) Non receptor tirosina chinasi, suddivisibili in 11 famiglie (ABL, ACK, CSK, 
FAK, FES, FRK, JAK, SRC-A, SRC‐B, TEC e SYK). 
Le prime sono proteine integrali di membrana, mentre le seconde sono 
intracitoplasmatiche.[4] 
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Al contrario di quanto avviene nelle cellule normali, in quelle tumorali il livello 
di attività tirosin-chinasica può aumentare di 10-20 volte. Per questo motivo le 
tirosina chinasi ed i relativi meccanismi di trasduzione del segnale possono essere 
identificati come potenziali bersagli (figura 2) per la progettazione di farmaci che 
includono: 
1. Anticorpi monoclonali: composti che bloccano l’attività enzimatica di EGFR 
agendo specificamente sul dominio extracellulare e stimolando una risposta 
immunitaria. Il complesso recettore-anticorpo viene così internalizzato e la 
cascata di trasduzione del segnale viene inibita. 
2. Piccole molecole organiche: inibitori della tirosina chinasi in grado di 
competere con l’ATP per il sito di legame.  
3. Oligonucleotidi antisenso e ribozimi: rispettivamente brevi sequenze di 
nucleotidi e molecole di RNA ad attività catalitica che agiscono bloccando i 
meccanismi deputati alla produzione delle RTK (Receptor Tyrosine Kinase). 
 
 
Figura 2. Possibili approcci terapeutici 
 
 
Tra le famiglie sopraelencate, le classi ABL, SRC, EGFR, PDGFR e VEGFR 
costituiscono il target principale nello sviluppo di inibitori tirosina chinasici, 
sviluppati al fine di bloccare le anomalie di crescita e proliferazione cellulare. 
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Mentre alcuni inibitori di tirosina chinasi ne inibiscono in modo specifico una o 
due, la maggior parte degli inibitori esplica la propria azione su più tirosina 
chinasi coinvolte in molteplici vie cellulari.[5] 
 
 
Recettori Tirosina Chinasi: famiglia VEGF/VEGFR 
 
Le proteine tirosina chinasi rappresentano una ampia famiglia di enzimi 
omologhi, sia transmembranali che citoplasmatici, che catalizzano il trasferimento 
del gruppo γ-fosfato dall’ ATP ad un gruppo ossidrilico di specifici residui di 
tirosina nei substrati proteici. In condizioni fisiologiche, la fosforilazione della 
tirosina rappresenta un fondamentale meccanismo di trasduzione del segnale, che 
procede gerarchicamente in una sequenza ordinata di interazioni proteiche, 
garantendo il “cross-talk” tra cellule e regolando gli aspetti fondamentali della 
vita cellulare come la proliferazione, la differenziazione, il metabolismo e 
l’apoptosi.[6] Sono stati identificati circa 90 recettori TK, 58 dei quali 
transmembranali (es: EGFR , Epidermic Growht Factor Receptor), mentre 32 
sono recettori non citoplasmatici. Tra i recettori del tipo transmembrana, sono 
state identificate circa 20 classi di RTK,[7] con caratteristiche strutturali differenti.  
 
 
Figura 3. Recettori Titosina Chinasici umani 
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Tutti i RTK hanno struttura molecolare simile, con una regione per il ligando nel 
dominio extracellulare, una singola elica transmembrana, una regione 
citoplasmatica contenente il dominio tirosinchinasico (TKD), ulteriori regioni 
carbossi terminali (C-) e juxtamembrana regolatrici, nonché un sito di attivazione. 
[8]
  
 
 
Famiglia del VEGF 
 
La famiglia VEGF ed i suoi recettori svolgono un ruolo fondamentale 
nell’angiogenesi, linfoangiogenesi  e vasculogenesi. La famiglia del VEGF umano 
è composta da 5 membri. VEGF(o VEGF-A), VEGF-B,VEGF-C,VEGF-D e dal 
fattore di crescita placentale PIGF. Inoltre lo “Splicing”alternativo dei loro 
corrispondenti pre-mRNA genera molteplici isoforme di VEGF-B e PIGF.[9,10] 
Questi fattori di crescita sono prodotti da diversi tipi di cellule e di solito agiscono 
localmente in modo paracrino. Tuttavia il VEGF-A è prodotto nelle cellule 
endoteliali e può agire in maniera autocrina sui VEGFR espressi nella medesima 
cellula. Tutte le isoforme di VEGF sono idrofile e liberamente diffondibili in 
semplici soluzioni tampone. Tuttavia alcune isoforme contengono eparansolfato 
proteoglicano domini di legame, che limitano la loro diffusione in vivo a causa 
dell’affinità per proteoglicani anionici situati sulla membrana plasmatica e nella 
matrice extracellulare. Il loro rilascio è mediato da proteasi extracellulari, 
plasmina e metalloproteasi comprese.[11] I VEGF sono omodimeri contenenti un 
motivo a nodo della cistina, che è essenziale per stabilire la struttura terziaria. 
 
 
-VEGF-A 
 
La struttura cristallografica ai raggi X del VEGF-A umano (Figura 4) mostra un 
omodimero antiparallelo covalente legato da due ponti disolfuro, con altri tre 
ponti disolfuro per ciascun monomero. 
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Il VEGF-A, che è in grado di legare VEGFR1 e VEGFR2, è un fattore di 
sopravvivenza per le cellule dell’endotelio vascolare. Promuove, inoltre, la 
motilità di tali cellule, quella dei monociti e permeabilizza, selettivamente e 
reversibilmente, l’endotelio al plasma e alle proteine plasmatiche, senza 
distinzione. Esperimenti hanno indicato che la perdita di un singolo allele VEGF-
A nei topi provoca malformazioni vascolari e morte. L’mRNA del VEGF-A e la 
proteina stessa sono espressi in molti tessuti e organi (specialmente polmoni, 
surrene, cuore e reni), ma anche in una ampia varietà di tumori umani. Per tale 
motivo rappresenta un importante target anti-tumorale.[10] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Struttura molecolare del VEGF-A 
 
 
-VEGF-B 
 
Il VEGF-B consiste di due isoforme.[12] Il VEGF-B186 è liberamente diffuso, 
mentre il VEGF-B167, cioè l’isoforma predominante, che si lega al proteoglicano 
eparansolfato, non diffonde liberamente in vivo. Ciascuna isoforma del VEGF-B 
esiste come omodimero legato da ponti disolfuro. I livelli più alti di VEGF-B 
trascritti si concentrano nel cervello, cuore, reni e testicoli, ma è espresso anche in 
diverse neoplasie umane.[13] La funzione del VEGF-B non è del tutto chiara ma 
sembra essere necessario per una normale funzionalità cardiaca negli adulti, 
mentre non è necessario per lo sviluppo cardiovascolare o per l’angiogenesi. 
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Tuttavia la sua espressione in tumori umani e la sua capacità di attivare  VEGFR1 
e neuropilin-1, lo porta ad essere un potenziale bersaglio anti-tumorale.[14] 
 
 
-VEGF-C 
 
Il VEGF-C è sintetizzato come pre pro-proteina che subisce un complesso 
processo proteolitico per dare la forma matura del fattore di crescita il quale esiste 
come omodimero senza i legami disolfuro tra le subunità. Il cuore umano adulto, 
le ovaie, la placenta, il muscolo scheletrico e l’intestino tenue contengono alti 
livelli di mRNA del VEGF-C, che è espresso seppur in misura minore anche in 
altri tessuti.[15] La forma completa del VEGF-C si lega sia al VEGFR2, che al 
VEGFR3 e partecipa alla linfoangiogenesi durante l’embriogenesi e al 
mantenimento della differenziazione dell’endotelio linfatico negli adulti.[16]. 
D’altra parte il VEGF-C è espresso da vari tumori umani, il che lo rende un 
potenziale target anti-tumorale.[17] 
 
 
-VEGF-D 
Come il VEGF-C, il VEGF-D viene sintetizzato come pre pro-proteina, la quale 
subisce complessi processi proteolitici. Il VEGF-D maturo è un omodimero “non-
covalente” e si lega sia al VEGFR2 che al VEGFR3.[18] E’ stato suggerito che il 
VEGF-C e forse altri fattori sono in grado di sostituire il VEGF-D.[19]  Il colon, il 
cuore, i polmoni, i muscoli scheletrici e l’intestino tenue contengono alti livelli di 
VEGF-D, che è anche espresso in altri tumori, rappresentando così un potenziale 
bersaglio anti-tumorale. 
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Recettori del fattore di crescita dell’endotelio vascolare: 
VEGFR 
 
Esistono tre recettori di legame per le proteine tirosina chinasi della famiglia 
VEGF (VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3) e due recettori “non enzimatici” 
(neuropilin-1e-2). Inoltre molti ligandi della famiglia VEGF si associano ai 
proteoglicani eparansolfato (HSPG), che sono situati sulla membrana plasmatica e 
nella matrice extracellulare. I 5 VEGF presentano diversa affinità per i tre 
VEGFR, portando così alla formazione di omo- ed etero-dimeri.[20] 
 
 
Figura 5. Specificità di legame VEGF e complessi di trasduzione VEGFR 
 
 
 
 
Receptor VEGFR1 VEGFR2 VEGFR3 Neuropilin-1 Neuropilin-2 
Ligands VEGF, VEGF-B, PlGF VEGF, VEGF-C, 
VEGF-D 
VEGF-C, 
VEGF-D 
VEGF, PlGF, 
VEGF-B, 
VEGF-C, 
VEGF-D 
VEGF, VEGF-C, 
VEGF-D 
Functions Vasculogenesis, 
Angiogenesis and 
monocyte/macrophage 
motility 
Vasculogenesis, 
Angiogenesis, 
vascular 
permeability and 
endothelial cell 
motility 
Vascular and 
lymphatic 
development 
and 
maintenance 
Vascular 
maturation, 
branching, 
heart 
development 
Lymphangiogenesis 
 
Tabella 1. Recettori del VEGF, ligandi e funzioni 
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I recettori del VEGF consistono di una componente extracellulare contenente 7 
domini immunoglobulina-simili, un singolo segmento juxtamembrana, un 
dominio proteina tirosina chinasi che contiene un inserto di circa 70 residui 
amminoacidici e una coda carbossi terminale.[21] 
 
 
Figura 6. Organizzazione del recettore VEGFR. 
 
 
Questi enzimi catalizzano la seguente reazione: 
MgATP1- + Protein-OH → Protein-OPO32- +MgADP + H+ 
dove –OH è il gruppo ossidrilico di una tirosina. 
 
 
-DIMERIZZAZIONE E ATTIVAZIONE DELLA CHINASI DA 
PARTE DEL VEGFR 
 
Il legame con il VEGF avviene nella parte N-terminale del dominio extracellulare 
del recettore e può instaurarsi in cis, tramite co-recettori espressi sulla stessa 
cellula di VEGFR, oppure in trans sempre grazie a co-recettori espressi però su 
cellule adiacenti. La dimerizzazione dei recettori per formare omo o eterodimeri è 
necessaria ma non sufficiente, per l’attivazione del recettore. La dimerizzazione è 
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stabilizzata da punti di contatto tra domini extracellulari del recettore. Il VEGF si 
lega al secondo dominio del VEGFR1 e al terzo dominio del VEGFR2. Sebbene 
sia probabile che il VEGF-C e il VEGF-D si leghino al secondo o al secondo e 
terzo dominio del VEGFR3, questo non è stato ancora accertato. La 
dimerizzazione è accompagnata da cambiamenti conformazionali del dominio 
intracellulare che portano all’auto-fosforilazione di residui di tirosina con il 
segmento d’attivazione del dominio chinasi, stimolando così l’attività catalitica.  
 
 
-VEGFR2 CORE: 
 
Il nucleo della proteina tirosina chinasi VEGFR-2 ha la caratteristica struttura 
bilobata osservata in tutte le proteine chinasi. Il sito attivo è localizzato nella 
fessura  tra i due lobi. Esistono due tipi generali di cambiamenti conformazionali 
associati alle proteine chinasi. Il primo riguarda l’interconversione di stati inattivi 
ed attivi. L’inattivazione-attivazione comporta cambiamenti nella posizione 
dell’αC elica nel lobo N-terminale e la conformazione del segmento di 
attivazione nel lobo C-terminale. L’ATP e la proteina substrato si legano nella 
conformazione aperta, la catalisi avviene nella conformazione chiusa, l’ADP ed il 
substrato fosforilato vengono rilasciati durante la progressione allo stato aperto 
che completa il ciclo. Le strutture tridimensionali dei nuclei delle proteine chinasi 
VEGFR-1 e VEGFR-3 non sono ancora state risolte cristallograficamente, ma ci 
si aspetta che si avvicinino alle strutture classiche delle altre proteine chinasi.[21] 
Il lobo più piccolo N-terminale ha una struttura prevalentemente a foglietto β 
antiparallelo. Il più grande lobo C-terminale che in natura è prevalentemente ad 
α-elica, contiene il ciclo catalitico e il segmento di attivazione. Hanks e 
colleghi[22] hanno individuato 12 sottodomini con gli aminoacidi conservati ed in 
particolare è stato descritto il ruolo di tre aminoacidi: 
-Lys868: nell’enzima attivato, è un residuo invariato che forma coppie di ioni con 
l’α- e β-fosfati dell’ATP e con Glu885 dell’α-elica C. Nell’enzima inattivo, che 
manca di ATP legato, Lys868 si lega invece ad un segmento di attivazione 
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fosfotirosina ed è lontano da Glu885. 
- Asp1028: orienta il gruppo tirosinico della proteina substrato in uno stato 
cataliticamente competente.  
- Asp1046: è parte di ansa che si lega a Mg2+ che a sua volta coordina i gruppi β- 
e γ-fosfato dell’ATP; Asp1046 si lega anche all’α-fosfato.  
All’interno di ogni lobo c’è un segmento polipeptidico che può assumere 
orientamenti attivi e inattivi. Nel piccolo lobo N-terminale, questo segmento è 
dell’α-elica C che ruota e trasla rispetto al resto del lobo, formando o rompendo 
parti del sito catalitico. Il lobo C-terminale differisce negli enzimi attivi e inattivi. 
Nelle proteine chinasi che sono nello stato inattivo, l’ansa di attivazione è 
posizionata in modo da impedire che la proteina substrato leghi e fosforili il 
segmento di attivazione e si stabilizzi nella sua conformazione attiva. 
 
 
Figura 7. Diagramma delle interazioni tra VEGFR2 umano, ATP e un substrato proteico 
 
 
-VEGFR1: ESPRESSIONE E TRASDUZIONE  
 
Il VEGFR1 è una glicoproteina di 180-185 KDa che viene attivata in risposta al 
legame con VEGF-A, VEGF-B e PIGF. Il VEGFR1 è ampiamente espresso nelle 
cellule endoteliali vascolari, nel corso dello sviluppo e nell’adulto. Inoltre viene 
espresso anche da una vasta gamma di cellule non endoteliali, quali monociti, 
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macrofagi, trofoblasti umani, cellule dendritiche, cellule della muscolatura liscia 
vascolare e diversi tipi di cellule tumorali umane. La sua espressione è regolata 
dall’ipossia attraverso un elemento ipossia-inducibile nel promotore VEGFR1. 
 
 
Figura 8. Siti tirosinici di fosforilazione VEGFR1 e trasduzione del segnale 
 
 
-VEGFR2: STRUTTURA, ESPRESSIONE E TRASDUZIONE 
 
Il VEGFR2 (noto anche come KDR nell’uomo) è una glicoproteina di 210-230 
KDa che lega il VEGF-A con affinità 10 volte minore rispetto al VEGFR1, ma 
anche VEGF-C e VEGF-D. Il legame del ligando coinvolge domini extracellulari 
Ig-like 2 e 3 del VEGFR2. Il VEGFR2 è espresso prevalentemente nelle cellule 
endoteliali vascolari e nei loro precursori embrionali, con livelli di espressione più 
alti durante la vasculogenesi e l’angiogenesi embrionale. Il VEGFR2 si trova 
anche in una vasta gamma di cellule non endoteliali come quelle del condotto 
pancreatico, megacariociti e cellule emopoietiche.[23] L’espressione di tale 
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recettore è indotta in concomitanaza con l’angiogenesi attiva, come per esempio 
nell’utero durante il ciclo riproduttivo e nei processi patologici associati a neo-
vascolarizzazione come il cancro.[24] È noto che il VEGFR2 trasduce l’intera 
gamma di risposte del VEGF nelle cellule endoteliali, ad esempio la regolazione 
della sopravvivenza endoteliale, proliferazione, migrazione e formazione del 
condotto vascolare. 
 
 
Figura 9. Siti tirosinici di fosforilazione VEGFR2 e trasduzione del segnale 
 
 
Il VEGF induce la dimerizzazione del VEGFR2, che porta all’attivazione e auto-
fosforilazione del recettore. L’autofosforilazione si verifica in trans: una chinasi 
del dimero catalizza la fosforilazione dei residui di tirosina nel secondo, e il 
secondo nel primo. Si ritiene che il VEGFR2 sia il trasduttore principale degli 
effetti del VEGF-A, per la differenziazione, migrazione e formazione del condotto 
vascolare. L’extravasazione VEGF-A-indotta di proteine o globuli bianchi è 
mediata dal VEGFR2 in vivo. L’apertura transitoria di giunzioni cellula-cellula 
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endoteliali, in risposta al VEGF, è ben documentata in vitro e coinvolge la 
dissoluzione di strette e aderenti giunzioni, così come la generazione di NO 
eNOS-mediata. 
 
 
-VEGFR3: STRUTTURA, ESPRESSIONE E TRASMISSIONE DEL 
SEGNALE 
 
Il VEGFR3 è attivata dal legame con VEGF-C e VEGF-D. Il VEGFR3 ha un 
ruolo essenziale nelle cellule endoteliali linfatiche, ma la sua espressione è 
indotta, nelle cellule endoteliali, in associazione ad angiogenesi attiva, come nei 
tumori dell’apparato circolatorio. Questo recettore è inoltre espresso in cellule non 
endoteliali, come osteoblasti, progenitori neuronali e macrofagi.[25,26] 
 
 
Figura 10: Siti tirosinici di fosforilazione VEGFR3 e trasduzione del segnale 
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Il legame di VEGF-C/VEGF-D al VEGFR3 porta all’attivazione e alla 
fosforilazione chinasica di almeno 5 residui C-terminali di tirosina nel recettore.  
 
 
TERAPIA ANTI-ANGIOGENICA DEL CANCRO: 
INIBITORI di TIROSINA CHINASI (TKI) 
 
La formazione di nuovi vasi sanguigni è critica in svariati processi dove i tessuti si 
allargano. I principi di formazione dei vasi sanguigni differiscono enormemente, a 
seconda della forma dei vasi, durante l’embriogenesi (detta vasculogenesi), 
durante processi fisiologici come la guarigione di ferite o la crescita 
dell’endometrio, o durante patologie come l’infiammazione e il cancro 
(angiogenesi patologica). Nell’embrione e nel sacco vitellino, i primi vasi 
sanguigni si sviluppano dall’aggregazione di angioblasti, in una rete primitiva di 
tubi endoteliali semplici.[27] Al contrario, l’angiogenesi è il processo di nuova 
formazione dei vasi da pre-esistenti reti vascolari. Durante questo processo, le 
cellule endoteliali mature si dividono e vengono incorporate in nuovi vasi 
capillari. Le cellule endoteliali vascolari umane adulte corrispondono ad un’area 
superficiale di circa 1000 m2, ma solo una ogni 10.000 cellule endoteliali entra nel 
ciclo di divisone cellulare ogni volta.. L’angiogenesi è regolata sia da attivatori 
endogeni, che inibitori. Esistono circa 30 fattori pro-angiogenici endogeni 
conosciuti; tra questi, 3 famiglie di recettori tirosina chinasi giocano un ruolo 
essenziale, soprattutto la famiglia VEGF/VEGFR descritta precedentemente 
(Tabella 2).[20] 
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Tabella 2: Selettivi fattori endogeni pro- e anti-angiogenesi 
Endogenous pro-angiogenic factors Endogenous anti-angiogenic factors 
Acidic fibroblast growth factor (aFGF, FGF1) 
(A) Derived from the extracellular 
matrix 
Angiogenin Anastellin 
Angiopoietin-1 Arresten 
Angiopoietin-2 Canstatin 
Basic fibroblast growth factor (bFGF, FGF2) Chondromodulin-1 
Ephrin-A1 EFC-XV 
Ephrin-B1 Endorepellin 
Ephrin-B2 Endostatin 
Epidermal growth factor (EGF) Fibulin fragments 
Granulocyte colony-stimulating factor (GCSF) Thrombospondin-1 and -2 
Macrophage-granulocyte colony-stimulating factor (GM-CSF) Tumstatin 
Hepatic growth factor (HGF, scatter factor) (B) Non-matrix derived factors 
Interleukin-8 (Il-8, CXCL8) Angiostatin 
Leptin Antithrombin III (cleaved) 
Placental growth factor (PlGF) Hemopexin-like domain (PEX) 
Platelet-derived endothelial growth factor (PD-EGF) Interferon-α, -β, -γ 
Platelet-derived growth factor-A (PDGF-A) Interleukin-1, -4, -12, -18 
Platelet-derived growth factor-B (PDGF-B) 2-Methoxyestradiol 
Transforming growth factor-α (TGF-α) Pigment epithelium-derived factor (PEDF) 
Transforming growth factor-β (TGF-β) Plasminogen kringle-5 
Tumor necrosis factor (TNF-α) Platelet factor-4 
Vascular endothelial growth factor (VEGF-A) Prolactin fragments 
VEGF-B Prothrombin kringle-2 
VEGF-C Semaphorin-3F 
VEGF-D Soluble VEGFR1 
 TIMP-2 
 Troponin I 
 TrpRS 
 Vasostatin 
 
 
Per tali motivi, l’angiogenesi appare come un processo complicato, che coinvolge 
interazioni tra molecole regolatrici ed effettrici. In base ad un modello classico di 
normale neo-vascolarizzazione, l’angiogenesi può essere divisa in una fase, detta, 
di sprouting e in una fase di risoluzione.[27] La fase di sprouting consiste di 6 
processi: (i) permeabilità vascolare incrementata e deposizione extravascolare di 
fibrina (ii) smontaggio della parete del vaso (iii) degradazione della membrana 
basale (iv) migrazione cellulare e invasione della matrice extracellulare (v) 
proliferazione delle cellule endoteliali (vi) formazione del lume capillare. La fase 
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di risoluzione è costituita da 5 processi: (i) inibizione della proliferazione delle 
cellule endoteliali (ii) cessazione della migrazione cellulare (iii) ricostituzione 
della membrana basale (iv) maturazione di complessi giunzionali e (v) 
assemblaggio della parete del vaso, compreso il reclutamento e la differenziazione 
di cellule muscolari lisce e periciti (entrambe cellule murali).[20] Numerose 
caratteristiche distinguono i vasi formatisi durante i processi fisiologici da quelli 
nelle patologie; per tale motivo la ricerca sull’angiogenesi tumorale ha assunto 
notevole importanza biomedica, negli ultimi 40 anni.. Virchow fu il primo ad 
identificare un enorme numero di vasi sanguigni nei tumori, nel 1963.[28] Il 
termine “angiogenesi” è stato utilizzato per la prima volta nel 1935 e con tale 
termine si descriveva la formazione di nuovi vasi sanguigni nella placenta. 
Tuttavia, si deve arrivare al 1971, quando Folkman ipotizzò che l’inibizione 
dell’angiogenesi potesse risultare un potenziale metodo per inibire la progressione 
tumorale. Da allora, l’effetto del microambiente tumorale e l’angiogenesi 
tumorale, in particolare, sono stati studiati in dettaglio. 
Lo Switch angiogenico, un rapido aumento della formazione di vasi a supporto 
della crescita tumorale, è attivato da: 
-espressione tumorale oncogeno-mediata di proteine angiogeniche, quali VEGF, 
fattore di crescita dei fibroblasti (FGF), fattore di crescita derivante dalle piastrine 
(PDGF), fattore di crescita endoteliale (EGF), acido lisofosfatico (LPA) e 
angiopoietina (Ang) 
-stress metabolico e/o meccanico 
-mutazioni genetiche 
-risposta immune 
-ipossia (ipotesi più probabile) 
L’angiogenesi tumorale, perciò, dipende dal tipo di tumore, dal sito, dal decorso e 
dallo stadio della malattia e contribuisce alla crescita del tumore, all’invasione e 
alla formazione di metastasi. .[29] Sono state descritte varie forme di angiogenesi 
non-sprouting; queste includono la crescita vascolare intussusceptive , la co-
option e vasculogenic mimicry .[30,31] 
 
 
Introduzione 
 
21
 
Figura 11. Forme non-sprouting di angiogenesi tumorale 
 
 
 
TARGETING VEGF/VEGFR come terapia anti-angiogenica 
 
Gli studi di ricerca sull’angiogenesi si basano sul presupposto che, prevenire la 
crescita di nuovi vasi sanguigni possa compromettere la vita delle cellule 
tumorali. L’obiettivo della terapia anti-angiogenica consiste nel stabilizzare la 
malattia e controllare la cancerogenesi, piuttosto che sradicare la massa tumorale 
come fanno chemioterapia e radioterapia.  Tra le svariate molecole con attività 
anti-angiogenica in modelli sperimentali, circa 100 sono entrate in fase di 
sperimentazione clinica su pazienti affetti da cancro, e circa 10 di queste, sono 
state approvate, finora, per l’utilizzo clinico. Nonostante l’esistenza di molti 
pathways fondamentali per il processo angiogenico, i ligandi VEGF e i 
corrispondenti recettori costituiscono ancora il bersaglio principale per la terapia 
anti-angiogenica usata nella pratica clinica. Le attuali strategie per inibire la 
trasduzione del VEGF possono essere suddivise in quelle che mirano a legare il 
ligando VEGF, così da bloccare la possibile interazione con i recettori (anticorpi, 
peptidi, ribozimi e recettori solubili), e quelle che invece hanno come bersaglio 
diretto i recettori (anticorpi o piccole molecole inibitrici delle tirosine chinasi). La 
Tabella 3 riassume alcune delle principali molecole anti-angiogeniche, che 
attualmente sono utilizzate.[32,33] 
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Tabella  3. Inibitori dell’angiogenesi in fase di sperimentazione clinica avanzata. 
Therapeutic agent Type of inhibitor Specific Targets Clinical development 
Bevacizumab mAb VEGF Approved in 2004 (CC), in 
2006 (NSCLC), in 2008 
(BC), in 2009 
(RCC,Glioblastoma) 
Ramucirumab mAb VEGFR-2 Phase II/III 
MF-1/MC-18F1 mAb VEGFR-1 Phase I 
CDP791 PEG di-Fab 
conjugate 
VEGFR-2 Phase II 
VEGF-
trap/aflibercept 
Fusion protein VEGF-A and PlGF Phase II/III 
VEGF-AS Oligonucleotide VEGF-A, VEGF-C, 
VEGF-D 
Phase I 
SU11248/sunitinib RTKI VEGFR1-3, PDGFR, c-
kit, Flt-3 
Approved in 2006 (GIST 
and RCC) 
Bay43-
9006/sorafenib 
RTKI VEGFR2-3, PDGFR, 
Raf-1, Flt-3, c-kit 
Approved in 2005 (RCC), 
in 2008 (HCC) 
Pazopanib RTKI VEGFR1-3, PDGFR, Flt-
3, c-kit 
Approved in 2009 (RCC) 
AG013736 RTKI VEGFR1-3, PDGFR, c-
kit 
Phase II/III 
ZD6474/vandetanib RTKI VEGFR1-3, EGFR, RET Phase II/III 
AZD2171/cediranib RTKI VEGFR1-3, c-kit Phase II/III 
Brivanib alanitate RTKI VEGFR2, FGFR-1 Phase II/III 
AMG706/motesanib RTKI VEGFR1-3, PDGFR, c-
kit, RET 
Phase II/III 
ABT869/linifanib RTKI VEGFR1-3, PDGFR, flt-3 Phase II/III 
AV-951/tivozanib RTKI VEGFR1-3, PDGFR Phase II/III 
PTK787/vatalanib RTKI VEGFR1-3, PDGFR, c-
kit 
Phase II 
AE941/Neovastat Shark cartilage 
component 
VEGF/VEGFR binding, 
MMP2, MMP9 
Phase II/III 
Abbreviations: BC, breast cancer; CC, colorectal carcinoma; HCC, hepatocellular carcinoma; 
mAb, monoclonal antibody; NSCLC, non small cell lung; RCC, renal cell carcinoma. 
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Figura 12: Inibitori del segnale VEGF e relativi target. 
 
 
Tuttavia, ad eccezione dei farmaci che hanno come bersaglio i ligandi VEGF o i 
loro recettori, la maggior parte delle nuove molecole anti-angiogeniche non è 
riuscita a confermare i risultati pre-clinici incoraggianti, quando testati nei trials 
clinici. Inoltre, il concetto iniziale di “indebolire” il tumore, impedendogli il 
rifornimento di sangue, è stato rivisto poiché l’inibizione angiogenica può 
aggravare il metabolismo e promuovere la diffusione metastatica.[34,35] Inoltre, il 
motivo per cui alcuni inibitori agiscono su un tipo di tumore e non su un altro, non 
è ancora chiaro e pone l’accento sulla complessità dell’angiogenesi implicata nel 
tumore e nelle vie di bersaglio. È chiaro che l’efficacia dell’inibizione del 
processo angiogenico dipende dal contesto, dalla dose e dai tempi di 
somministrazione dei farmaci.[32,33,36] 
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Restrizioni e Limiti della Terapia Anti-angiogenica: 
 
Dopo il successo dell’utilizzo degli inibitori del VEGF nella clinica, con centinaia 
di studi sperimentali attualmente ancora in corso, un tema importante è capire 
perché la maggior parte dei pazienti cessa di rispondere, o non risponde affatto, a 
tali farmaci e come possono essere vinte tali restrizioni. Le terapie anti-
angiogeniche potrebbero avviare una serie di meccanismi di difesa 
microambientali, che contribuiscono alla eventuale inefficacia dei farmaci, e 
condurre ad una forma tumorale più aggressiva e a un fenotipo tumorale invasivo, 
con maggior capacità di metastatizzare.[37] Non esiste evidenza clinica 
convincente sul fatto che il trattamento anti-angiogenico renda la patologia più 
ostile o che abbassi la soglia di sopravvivenza,[38] ma rimane l’importante 
questione del perché ai notevoli aumenti di sopravvivenza, senza miglioramenti, 
osservata nella maggior parte degli studi clinici di fase III con Bevacizumab e 
chemioterapia, non abbia spesso corrisposto un incremento della sopravvivenza 
generale. Comunque, la differenza tra l’efficacia pre-clinica degli agenti anti-
angiogenici e l’attività osservata in fase di sperimentazione clinica, riflette 
probabilmente il modello pre-clinico utilizzato, la tipologia di tumore 
clinicamente trattato ed il programma scelto nella metodologia pre-clinica e 
clinica. 
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Figura 13: Variabile efficacia delle terapie che bersagliano il  pathway del VEGF 
 
 
Inibitori dei Recettori Tirosina Chinasi (RTKI): 
 
-Terapia con anticorpi 
 
Il dominio di legame al ligando extracellulare dei RKT è adatto per l’interazione 
con anticorpi. Il legame dell’anticorpo con il recettore o con il ligando può 
interrompere l’interazione ligando/recettore e quindi l’attivazione del recettore. Il 
primo anticorpo approvato dalla US FDA per l’uso nella terapia anti-tumorale, è 
stato il Rituximab, nel 1997, per le cellule B del linfoma non-Hodgkin e cellule B 
leucemiche. Nel 1997 il Trastuzumab fu approvato per l’inibizione di HER2 nel 
tumore al seno.[39] Anche se l’esatto meccanismo della terapia con anticorpi non è 
stata pienamente compresa, si è dimostrata efficace in ambito clinico. Inoltre, è 
stato ipotizzato che oltre all’effetto inibitorio sulla crescita, mediante un legame 
con specifici bersagli sulla superficie delle cellule tumorali, questi anticorpi, 
probabilmente, provocherebbero anche citotossicità cellulo-mediata, anticorpo 
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dipendente. Quindi, la maggior parte degli anticorpi attualmente in uso clinico 
sono del sottotipo IgG1. 
Gli anticorpi monoclonali sembrano funzionare meglio quando associati ad altri 
approcci terapeutici, come la chemioterapia. Questi anticorpi monoclonali 
possono essere o chimerici (-ximab), o umanizzati (-zumab), oppure 
completamente umani (-mumab) per minimizzare la risposta immune.[40] 
 
Dato che l’angiogenesi è essenziale per la crescita tumorale, il VEGF/VEGFR è 
stato ampiamente studiato e, attualmente, l’inibitore dell’angiogenesi in fase 
clinica più avanzata è rappresentato dal Bevacizumab, un anticorpo monoclonale 
umanizzato, che agisce contro il VEGF ed è somministrato per via endovenosa. 
Tale agente inibisce anche direttamente i VEGFR presenti sulle cellule tumorali. 
Nei modelli pre-clinici e clinici, il Bevacizumab ha mostrato attività nei confronti 
di una vasta gamma di tumori umani e, al momento, è stato autorizzato per il 
trattamento del colon-retto metastatico, e nei tumori al polmone e al seno. Altri 
anticorpi e strategie immunologiche, che utilizzano i ligandi VEGF come 
bersaglio, sono al momento in fase di studio clinico. D’altro canto un numero 
limitato di agenti, finora, ha rivelato attività inibitoria nei confronti di uno o più 
domini extracellulari del VEGFR. 
Il CDP791 che bersagli specificatamente il VEGFR2, è stato studiato nella fase I 
di sperimentazione clinica ed ha mostrato una tossicità accettabile.[47] Inoltre 
l’IMC-1121, un anticorpo chimerico contro il VEGFR-2 è stato valutato in trials 
clinici iniziali.[41] Sfortunatamente metà dei pazienti trattati con IMC-1121ha 
sviluppato  anticorpi antichimerici, e quindi lo studio clinico dell’IMC-1121, è 
stato interrotto. Poiché i risultati positivi di questo farmaco erano evidenti, 
l’anticorpo in forma chimerica è stato completamente umanizzato ad IMC-1121B 
(Ramucirumab), il quale è stato ulteriormente approfondito, risultando l’ inibitore 
specifico per il VEGFR2 più avanzato clinicamente. L’efficacia, riscontrata negli 
studi di fase I e II è impressionante e, in confronto ad altri agenti della sua stessa 
classe, il Ramucirumab sembra essere il più attivo se si prendono in 
considerazione le risposte tumorali o la stabilità delle dimensioni del tumore, per 
periodi estesi, in popolazioni di pazienti pre-trattati. È anche degno di nota il fatto 
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che il Ramucirumab abbia attività dopo che i pazienti sono stati esposti ad altri 
agenti anti-angiogenici, forse ad indicare un’inibizione più potente 
dell’angiogenesi, quando VEGFR2 viene bloccato direttamente. 
 
 
-Piccole Molecole RTK-inibitrici 
 
Sebbene il Bevacizumab sia risultato un farmaco efficace e che i test e gli studi su 
anticorpo con receptors-targeting del fattore di crescita siano promettenti, la 
resistenza al farmaco, plausibilmente, si instaura spesso a causa di un unico 
tumurigenic-pathway. Infatti, il blocco esteso di un singolo fattore di crescita può 
dare come conseguenza, la rivascolarizzazione nel tumore, dipendente da altri 
fattori pro-angiogenici. Piccole molecole inibitrici hanno il vantaggio di essere 
disponibili per via orale, più versatili nei confronti dell’obiettivo da inibire e di 
essere anche meno costose. Sulla base di questi vantaggi terapeutici, molti 
inibitori delle tirosina chinasi (TKI) sono stati sviluppati e sottoposti a trials 
clinici. A differenza degli anticorpi monoclonali (mAbs), i TKI possono traslocare 
attraverso le membrane plasmatiche e interagire con il dominio citoplasmatico dei 
recettori di superficie cellulare. Poiché la specificità target chinasi può differire, 
svariati composti hanno mostrato livelli variabili di efficacia e attività, a secondo 
della tipologia tumorale, così come i profili degli effetti collaterali. La maggior 
parte degli RTKI include composti che legano il dominio chinasico, competendo 
per il legame con il normale substrato, ATP. Prendendo di mira il sito di legame 
dell’ATP nella sua conformazione attiva, in cui l’ansa di attivazione viene 
fosforilata. 
Concettualmente, il sito di legame dell’ATP può essere diviso in 5 regioni. 
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Figura 14: Modello farmacoforico per il sito di legame dell’ATP 
 
1. Regione dell’adenina: è una porzione idrofobica, anche chiamata regione 
cerniera. Accoglie l’anello purinico dell’ATP che forma tre legami ad idrogeno 
con la catena polipeptidica. Questi vedono coinvolti l’atomo di azoto in posizione 
1, il gruppo amminico in posizione 6, che si comportano rispettivamente come 
accettore e donatore di idrogeno, e l’idrogeno legato al C2 dell’adenina. In 
aggiunta a queste interazioni polari, l’adenina forma anche delle interazioni non 
polari con residui idrofobici localizzati a livello dei lobi N-terminale e C-
terminale 
2. Regione dello zucchero: qui si posiziona il ribosio dell’ATP, il cui gruppo 
2’OH forma un legame ad idrogeno con un residuo polare generalmente serina, 
aspartato, glutammato o glutammina. 
3. Regione del fosfato: accoglie il gruppo trifosfato ed è principalmente 
costituita da un loop flessibile ricco di glicina e da una struttura ad α-elica che 
orienta correttamente il gruppo fosfato dell’ATP per la catalisi. Nella maggior 
parte delle strutture cristalline ATP-chinasiche, ritroviamo un legame ad idrogeno 
tra il gruppo fosfato in posizione α e β dell’ATP e la Lys295. Il gruppo fosfato in 
γ interagisce invece con il residuo di Arg388. 
4. Regione nascosta: consiste in una tasca idrofobica di dimensioni variabili, 
opposta alla regione dello zucchero e non occupata dalla molecola di ATP. A 
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livello di questa regione vengono identificate le più significative differenze 
strutturali e sequenziali tra i componenti della superfamiglia delle chinasi. 
5. Regione accessibile al solvente: le dimensioni di questa regione dipendono 
dall’assenza o dalla presenza di residui di glicina che causano una variazione 
conformazionale della proteina a questo livello. Anche questa regione può essere 
sfruttata per aumentare l’affinità del ligando verso la proteina e modularne le 
proprietà ADME. 
 
  
Meccanismo d’azione degli inibitori di tirosina chinasi 
 
I domini catalitici delle tirosina chinasi presentano una struttura ed una sequenza 
altamente conservate. Il dominio chinasico è costituito da una struttura bilobata. 
Il lobo N-terminale, di dimensioni più piccole, contiene un filamento β 
antiparallelo e un’α-elica che prende il nome di elica C, mentre il lobo C-
terminale, più grande, ha una struttura prevalentemente elicoidale e presiede alla 
reazione catalitica. All’interfaccia tra i due lobi è presente una profonda fessura 
chiamata regione cerniera o hinge region nella quale trova alloggio la molecola di 
ATP. 
Elementi chiave per la regolazione dell’attività enzimatica della chinasi sono il 
segmento A nel lobo C‐terminale e la C elica nel lobo N‐terminale. Il segmento 
A contiene il motivo DFG (aspartato-fenilalanina‐glicina), il loop di attivazione 
(A‐loop), il P+1 loop ed altri elementi strutturali secondari. Quando la proteina si 
trova nello stato attivo il segmento A adotta una conformazione aperta dalla 
fosforilazione agendo da piattaforma per il legame del substrato. Il motivo DFG è 
così tenuto in una conformazione appropriata per il legame dello ione metallico 
alla catena laterale dell’aspartato. Questo stato attivo dell’anello è molto simile in 
tutte le strutture conosciute delle chinasi attive. Esiste invece una grande diversità 
nelle conformazioni di questo sito nelle chinasi inattive nelle quali possono 
esserci un diverso orientamento dei due lobi o dell’elica C, uno spostamento del 
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loop di attivazione oppure una diversa conformazione del motivo DFG tale per 
cui l’aspartato non può più legarsi allo ione Mg++.[42] 
Studi sistematici di modellistica molecolare hanno consentito di elaborare un 
modello farmacoforico per il sito di legame dell’ATP. 
Gli RTKI, tipicamente, instaurano legami a idrogeno con la Regione dell’Adenina 
ed interazioni idrofobiche intorno alla porzione purinica della molecola. 
 
 
Figure 15: Principali interazioni idrofobiche e idrofile dei TKI 
 
 
L’elevata similarità della sequenza del sito di legame dell’ATP nei vari membri 
della famiglia delle chinasi, spesso porta ad inibitori con scarsa selettività e con 
effetti collaterali indesiderati, che ne limitano l’impiego clinico. 
Queste considerazioni hanno portato alla ricerca di inibitori più selettivi, nel 
tentativo di ridurre al minimo il rischio di effetti collaterali. Tuttavia, il rischio di 
una efficacia minore a causa della ridondanza di varie vie di trasduzione ha 
recentemente incrementato l’interesse verso farmaci multi-target (MTDD), basato 
sull’ipotesi che la modulazione di più di un bersaglio, possa fornire maggiore 
efficacia e sicurezza. terapeutica 
Tra gli inibitori diretti al sito dell’ATP, i derivati indolin-2-onici, identificati nel 
1993, rappresentano una classe importante di agenti anti-angiogenici. Il derivato 
ossindolico Sunitinib (SU11248) è un inibitore di VEGFR1, VEGFR2, EGFR3, 
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ma anche di PDGFR, Kit, Flt3, RET e CSF-1R, approvato a livello mondiale per 
il trattamento del carcinoma renale e per resistenze o intolleranze all’Imatinib, nei 
tumori stromali del tratto gastro-intestinale. Nel Gennaio del 2006 è stato 
riconosciuto dalla FDA per il trattamento di disturbi gastro-intestinali e del 
tumore al rene. 
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Il Sunitinib è caratterizzato dalla struttura dell’indolinone 5-fluoro-sostituito con 
un gruppo dietilaminoetilico che gli conferisce una buona solubilità. La struttura 
co-cristallina a RaggiX del dominio catalitico del recettore dell’FGF con svariati 
oxindoli, suggerisce che il composto si lega a livello della tasca dell’ATP, con il 
sistema indolin-2-one che partecipa al fondamentale legame a idrogeno 
donatore/accettore con il carbonile del Glu-915 e l’NH della Cys917, residui tipici 
della hinge region del VEGFR2. Altre caratteristiche SAR importanti includono la 
preferenza di una geometria Z-metilidene che può essere data da un anello 
eteroaromatico capace di partecipare al legame a idrogeno intramolecolare con il 
nucleo indolin-2-onico. 
Un’altra importante classe di inibitori angiogenici è rappresentata dalle 
Anilinoftalazine, scoperte dalla Novartis. Questi composti risultano essere 
selettivi per il VEGFR umano.  
Il derivato Valatanib (PTK787/ZK222584) rientra nelle prime generazioni, più 
potenti e selettive, degli inibitori del VEGFR. È inoltre capace di inibire altre 
chinasi. Questo composto è attualmente in fase III di trials clinici, per il 
trattamento del tumore al colon-retto metastatico.. Secondo alcune ipotesi, il 
Valatanib non formerebbe diretti legami a idrogeno con il peptide della hinge 
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region, come del resto fa l’ATP e molti degli inibitori chinasici descritti, ma 
occuperebbe le regioni idrofobiche del sito di legame. 
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Parte dell’anilina è situata in una tasca idrofobica, mentre il biciclo ftalazinico 
instaura contatti idrofobici con altri aminoacidi. Sebbene non venga stabilito 
nessun legame a idrogeno diretto con la hinge region, il gruppo NH dell’anilina 
forma legami idrogeno mediati dall’acqua  con Glu915 e Cys917 della hinge 
region del VEGFR, mentre l’azoto piridinico viene reclutato per formare un 
legame ad idrogeno con la Lys1060, un residuo chiave nell’attivazione della 
chinasi.[43]  
Nell’ambito delle Anilinochinazoline, opportune modifiche dei sostituenti hanno 
condotto all’identificazione del Vandetanib (Astrazeneca), un nuovo farmaco 
inibitore delle tirosine chinasi, che presenta notevole attività agonista verso il 
VEGFR2 e, in minor misura, verso l’EGFR. 
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Lo sviluppo clinico del Vandetanib è progredito dal momento in cui i test in vivo 
hanno dimostrato la capacità di inibire, in maniera dose-dipendente, la crescita di 
un’ampia gamma di tumori. La sua somministrazione in topi porta all’arresto del 
segnale VEGF, dell’angiogenesi, della neo-vascolarizzazione indotta dal tumore e 
della crescita tumorale. Questo composto si trova in Fase I di sperimentazione 
clinica in pazienti affetti da tumori solidi in fase avanzata. 
Diversi studi clinici stanno valutando l’uso di questo inibitore in associazione con 
agenti antitumorali tra cui la Temozolomide (Temodal®), (un agente citotossico 
alchilante) per il trattamento del gliosarcoma e il Bortezomib (Velcade®) (un 
inibitore del proteosoma) per vari tipi di tumore.[44] 
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Cediranib è un analogo strutturale del Vandetanib. Inibisce VEGFR-1 -2 e -3, c-
Kit e PDGFR a concentrazioni nanomolari. La sua attività di inibitore sulle altre 
famiglie di chinasi come ABL, EGFR e ErbB2 è molto più debole, dato che si 
esplica a concentrazioni micromolari o inferiori. E’ stata valutata, in uno studio di 
fase II, l’efficacia di Cediranib nel trattamento del tumore epiteliale ovarico. 
Generalmente le donne con questo tipo di tumore in stato avanzato hanno un 
ritorno del tumore anche dopo cicli di chemioterapia a base di platino e taxani. 
Un’alternativa nei tumori epiteliali ovarici ricorrenti è quella di andare a colpire 
VEGF e le vie di segnale del VEGFR. Tra le 46 pazienti che hanno ricevuto come 
terapia 45mg al giorno di Cediranib 11 sono state rimosse dallo studio in quanto 
hanno manifestato tossicità, 8 pazienti hanno avuto una risposta parziale, 6 hanno 
avuto una stabilizzazione della malattia superiore a 16 settimane, ma nessuna ha 
avuto una risposta completa. 
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Tra gli inibitori sottoposti a studi clinici di fase 1 e 2 vi è AEE788 che agisce 
potentemente su EGFR-2, VEGFR-1 e VEGFR-2. Ha la capacità di indurre 
l’apoptosi e di inibire la proliferazione cellulare nelle linee cellulari AML alla 
concentrazione di 10µM. Riduce i livelli di espressione di VEGF ed elimina la 
fosforilazione di Flt-1, KDR, Flt-3-WT e Flt-3/ITD mutante. La sua 
combinazione con l’Acido Valproico, inibitore dell’istone deacetilasi, in cellule 
tumorali renali porta ad una inibizione più forte rispetto a quella ottenuta dalle 
terapie con singolo farmaco.[45] 
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Tra gli inibitori di VEGFR-1 troviamo anche Pazopanib, un potente inibitore 
multitarget di tirosina chinasi che agisce inoltre su PDGFR e c-Kit. In vitro 
inibisce la proliferazione delle cellule endoteliali indotte da VEGF, mentre in 
vivo inibisce l’angiogenesi, ed è stato approvato dalla FDA per il trattamento del 
carcinoma renale. 
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SMALL MOLECULES INIBITRICI DI VEGFR  
 
Il cancro è definito come un male aggressivo spesso accompagnato da una 
diagnosi fatale, associata ad un basso periodo di sopravvivenza. Tuttavia, ad oggi, 
gli approcci multimodali costituiti dalla combinazione di chirurgia, chemioterapia 
e radioterapia sembrano offrire benefici incoraggianti.  
I recenti progressi nella conoscenza dei meccanismi patogenetici, che portano a 
molti tipi di tumore, hanno identificato nelle proteine chinasi nuovi e promettenti 
target terapeutici. In effetti, le mutazioni “gain of function” cosi come la 
sovraespressione di chinasi recettoriali e citosoliche sono strettamente collegati 
alla crescita del tumore e alla sua aggressività. L’inibizione di queste proteine 
rappresenta pertanto uno strumento efficace ed utilizzabile per la terapia della 
maggior parte delle persone affette da cancro.  
Le principali proteine chinasi coinvolte nello sviluppo dei tumori sono tirosine 
chinasi come EGFR e VEGFR-2; in realtà, bersagliare specificatamente cellule 
tumorali può non essere sufficiente per controllare la crescita tumorale e le 
metastasi. Viceversa, inibitori che agiscono sulla vascolarizzazione associata al 
tumore possono superare la resistenza, migliorare l’efficacia ed evitare gli eventi 
avversi che sono comunemente associati alla chemioterapia. 
Sono stati presi in considerazione differenti approcci per reprimere la funzione 
chinasica di questo tipo di proteine, il più seguito è quello di utilizzare piccole 
molecole capaci di competere con il sito dell’ATP del loro dominio catalitico. 
Dato che l’occupazione di questo sito inibisce l’autofosforilazione e l’attivazione 
della proteina, questo impedisce un’ulteriore attivazione delle vie dei segnali 
intracellulari. Mediante studi di virtual screening receptor-based è stato effettuato 
il docking di diverse serie di composti nella struttura cristallizzata delle proteine 
VEGFR, portando all’identificazione di diverse classi di derivati, già ampiamente 
descritti.[46,47,48] 
I lead più performanti, progettati come composti competitivi per l’ATP, hanno 
mostrato di legarsi fortemente al sito catalitico delle proteine che hanno la 
peculiarità di essere altamente conservate in tutta le classi di tirosina chinasi. In 
particolare, questi prodotti si ancorano alla struttura portante del sito sfruttando 
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interazioni idrofobiche, rinforzate da uno o più gruppi formanti legami a idrogeno, 
spesso eteroatomi. Inoltre, altri sostituenti, collegati per mezzo di diverse catene 
spaziatrici, tra cui gruppi amminici e/o ammidici, possono protrarsi verso due 
altre aree distinte del sito, le cosiddette “regione accessibile al solvente” e la 
“regione nascosta”. 
Negli ultimi anni sono state sviluppate molte piccole molecole inibitrici di 
VEGFR-2 e, tra le diverse classi di derivati descritti, ho rivolto la mia attenzione a 
quelle riportate di seguito. 
 
DERIVATI PIRIMIDINICI 
Molti derivati caratterizzati da un anello pirimidinico variamente sostituito, isolato 
o fuso, a formare diverse strutture eterocicliche, sono stati riportati come 
interessanti inibitori di VEGFR. 
 
Pirrolo-pirimidine 
AEE788 (1) è una 7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina sintetizzata dalla Novartis come 
inibitore duale di EGFR e VEGFR; questa, in saggi enzimatici, mostra valori di 
IC50 verso EGFR, VEGFR-2 e VEGFR-1 rispettivamente di 2, 77 e 59 nM. In un 
saggio ELISA non risulta particolarmente attiva verso VEGFR-2 (IC50 = 960 nM), 
ma inibisce la proliferazione di HUVEC (human umbilical vein endothelial cell) 
stimolate da VEGF e l’angiogenesi indotta da VEGF in un modello di topi. 
Somministrato per via orale, AEE788 mostra proprietà farmacocinetiche 
favorevoli e attività antitumorale in differenti modelli animali di cancro. L’attività 
antiangiogenetica è stata valutata misurando la permeabilità vascolare dei tumori e 
la dispersione nello spazio interstiziale mediante particolari tecniche di 
imaging.[49] Il composto è stato valutato in diversi studi clinici di fase I in pazienti 
con tumori solidi avanzati e con glioblastoma ricorrente, ed è attualmente in studi 
clinici di fase II. 
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Pirazolo-pirimidine 
Le pirazolo[1,5-a]pirimidine con un sostituente 3-tienile sono state descritte dai 
ricercatori della Merck come potenti inibitori di VEGFR-2: l’ottimizzazione delle 
prime serie di composti ha portato ad un derivato 2, recante una catena laterale 
basica in posizione 6 dell’anello arilico che migliora le proprietà 
farmacocinetiche. Questa molecola è selettiva per VEGFR-2, infatti mostra un 
valore di IC50 di 7 nM nei confronti di VEGFR-2 e inibisce la mitogenesi nelle 
HUVEC stimolata da VEGF, con un valore di IC50 di 20 nM misurato nel saggio 
di mitogenesi delle cellule endoteliali.[50] 
 
 
Tieno e furo-pirimidine 
Alcune Tieno-pirimidine sono state presentate dalla Pfizer quali potenti inibitori 
di VEGFR-2 e EGFR. Il composto 3a possiede rispettivamente valori di IC50 di 2 
e 7 nM verso le due tirosina chinasi; la analoga tieno-piridina 3b è 250 volte più 
selettiva verso la VEGFR-2, mostrando valori di IC50 rispettivamente di 5 e 1260 
nM nei confronti di VEGFR-2 e EGFR, rispettivamente.[51] 
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3a. X = N, R = CH2-N-piperidina-4-CONH2, R1 = H 
3b. X = CH, R = CH2-N-morflina, R1 = CH3 
 
La diaminofuro[2,3-d]pirimidina 4 è un inibitore duale di VEGFR-2 e PDGFR-β. 
L’attività anti-angiogenica è stata valutata nel saggio CAM (chicken embryo 
chorioallantoic membrane), dove 4 ha mostrato un valore di IC50 di 40 nM. 
Inoltre, il composto è più attivo del metotrexato nel modello di melanoma B16 di 
topo, e si è dimostrato anche capace di diminuire le metastasi polmonari. Studi di 
modellistica molecolare mostrano che la funzione 4-amminopirimidinica di 4 e 
l’ATP sono stati inizialmente sovrapposti e sia l’isomero Z che E potrebbero 
legarsi al dominio per l’ATP del VEGFR-2. L’NH2 in posizione 4 insieme all’N3 
dell’anello di 4 formano legami a idrogeno rispettivamente con il carbonile del 
Glu 917 e con l’NH della Cys 919 nella regione “cerniera”; inoltre, l’NH2 in 2 
forma un legame idrogeno addizionale con la Cys 919.[52] 
 
 
4 
 
 
Pirimido-pirimidinoni 
RO4383596 5a, prodotto da Hoffmann-La Roche, è una molecola multi target che 
inibisce VEGFR-2, FGFR e PDGFR con valori di IC50 rispettivamente di 44, 29, 
33nM, mentre è, tra le 10 e le 3000 volte, meno potente nei confronti delle altre 
tirosina chinasi. In saggi cellulari, inibisce fortemente la proliferazione delle 
HUVEC stimolata da VEGF (IC50 = 68 nM), mentre, la somministrazione orale in 
vivo di una dose di 25 mg/kg due volte al giorno dà un buon profilo 
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farmacocinetico e porta all’81% di inibizione dell’angiogenesi corneale nel saggio 
della tasca corneale nel topo.[53]  
Il composto RO4396686 (5b), mostra un profilo biologico simile al 5a e inibisce 
significativamente la crescita tumorale a dosi più basse di 50 mg/kg [54] come 
testato nel modello di tumore xenotrapianto H460a.  
 
 
5a RO4383596 R = H 
5b RO4396686 R = F 
 
 
Pirido-pirimidoni 
TKI-28 (6) è un inibitore multi target di tirosina chinasi che mostra IC50 con valori 
nel range del basso nanomolare nei confronti di VEGFR-2 (27 nM), EGFR, 
PDGFR-β, c-Kit e c-Src, mentre risulta inattivo verso VEGFR-1. Il composto ha 
mostrato di possedere effetti anti angiogenici, con l’inibizione della proliferazione 
cellulare stimolata da EGF, VEGF e PDGF, cosi come è diminuita la migrazione 
delle cellule e la formazione dei vasi in cellule microvascolari endoteliali 
(HMECs), suggerendo quindi che il TKI-28 potrebbe essere un agente anti 
angiogenico e anti cancro molto promettente.[55] 
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Derivati a nucleo pirimidinico isolato 
Il composto più attivo 7, recante un 4-fluoro-2-metilindolo sull’atomo di ossigeno 
legato al C-6 dell’anello pirimidinico, ha un valore di IC50 di 24 nM in saggi 
enzimatici e mostra attività antiproliferativa per tre differenti linee cellulari 
cancerose, con valori di IC50 compresi nell’intervallo di 230-380 nM [56] 
 
 
7 
 
Pirimidine 2,4-disostituite sono state descritte da ricercatori della Merck quali 
inibitori del VEGFR-2, in particolare, il derivato 3,5-dimetilanilina 8 inibisce la 
chinasi con valori di 6 e 19 nM in saggi enzimatici e cellulari, rispettivamente.[57] 
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La ciano pirimidina sostituita JNJ-17029259 (9), descritta da Jonhson & Johnson 
Pharmaceuticals, è un inibitore della famiglia del VEGFR potente e selettivo, 
somministrato per via orale, con valori di IC50 rispettivamete di 90, 21 e 12 nM 
per VEGFR-1, -2 e -3; ha attività di circa dieci volte inferiore per PDGFR-β, 
FGFR e Flt-3, e attività non significativa verso un ampio gruppo di altre tirosina e 
serina/treonina chinasi. Inoltre, JNJ-17029259 inibisce la proliferazione, indotta 
dal VEGF, e la migrazione delle HUVEC con valore di IC50 di 52 nM e possiede 
un’interessante attività antiangiogenica come evidenziato nel saggio dell’anello 
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aortico (IC50 = 50 nM). Il composto, somministrato da solo o in combinazione con 
agenti chemioterapici convenzionali, come paclitaxel e doxorubicina mostra la 
capacità di ritardare la crescita tumorale in vari modelli xenotrapiantati [58] 
 
 
9 JNJ-17029259 
 
 
 
 
BENZOTIOPIRANO E PIRIDOTIOPIRANO PIRIMIDINE 
 
Il programma di ricerca eseguito nel laboratorio presso il quale ho svolto il mio 
lavoro di tesi è stato sempre dedicato alla preparazione e la valutazione di nuovi 
agenti antiproliferativi, e come parte di questo programma, sono stati ampiamente 
studiati diversi sistemi cromofori policiclici. 
Sulla base dei risultati precedenti è stata recentemente sintetizzata una serie di 
derivati pirimidinici condensati al nucleo benzotiopirano e piridotiopirano di 
formula generale I, caratterizzati da un gruppo anilinico pendente in posizione 2, 
(composti 11 e 14). [59] Questi composti sono stati progettati come analoghi delle 
strutture pirimidiniche anilino-sostituite sopra riportate. 
Infatti, è stato ipotizzato che questi composti potevano possedere i requisiti 
farmacoforici adatti per l’ancoraggio al sito di legame dell’ATP; in particolare il 
gruppo NH dell’anilina e gli atomi N1 ed N3 della pirimidina. Inoltre sembrava 
plausibile indagare se l’atomo di zolfo del tiopirano potesse essere direttamente 
implicato in ulteriori interazioni di legame a idrogeno con residui critici nel sito 
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catalitico, come è stato riportato per le strutture precedentemente descritte recanti 
lo scaffold tiofenico. 
Allo scopo di effettuare studi SAR, e di confermare il ruolo del gruppo NH, sono 
stati sintetizzati anche gli analoghi derivati 2-fenil (composti 10 e 13) e 2-
benzilammino (composti 12 e 15) sostituiti. 
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I 
Y = CH, N;   X = H, OCH3, Cl;   Z = -, NH, NHCH2,  R = H, p-OCH3, p-Cl, m-OCH3, m-Cl, m-Br 
 
 
L’attività biologica dei derivati descritti è stata valutata da un gruppo di ricerca 
dell’Università di Padova. 
La capacità dei composti di interferire con l’attività chinasica del VEGFR-2 è 
stata determinata mediante un saggio di inibizione effettuato con la chinasi umana 
ricombinante KDR (kinase insert domain receptor), della quale è noto il ruolo 
fondamentale nella neo-angiogenesi.  
I risultati preliminari ottenuti dai saggi enzimatici hanno rivelato in generale 
un’elevata percentuale di inibizione per la maggior parte dei derivati 2-anilino 
sostituiti (composti della serie 11), mentre sia l’aggiunta di un gruppo metilene 
(composti della serie 12) che l’eliminazione del gruppo spaziatore amminico 
(composti della serie 10) hanno ridotto l’inibizione delle tirosina chinasi, 
indicando chiaramente un ruolo cruciale per la lunghezza della catena laterale. 
Inoltre è stato osservato un ruolo importante dei sostituenti sia sul sistema 
cromoforo che sulla porzione arilica. Per quanto riguarda i derivati 2-anilino-
sostituiti 11, quando la porzione arilica non è sostituita (11a,d,g), o presenta un 
gruppo p-metossi (11b,e,h), i valori di inibizione vengono progressivamente a 
ridursi in presenza del gruppo metossilico o del cloro in posizione 8 del 
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cromoforo. Al contrario, quando è presente il gruppo arilico p-cloro sostituito 
(11c,f,i) il valore più alto viene mostrato dal composto 8-cloro sostituito 11i. Nel 
gruppo dei derivati anilinici m-sostituiti, i risultati preliminari, relativi ai composti 
non sostituiti in posizione 8 11j-l, indicano il gruppo metossilico (comp 11j), 
come il più adatto mentre l’alogeno (sia cloro che bromo) sembra essere 
svantaggioso. 
Per quanto riguarda i derivati 2-fenil (10a-i) o 2-benzilammino (12a-i) sostituiti, i 
risultati al momento disponibili indicano come i più attivi gli analoghi 8-cloro 
sostituiti 10h e 12h, che, sorprendentemente, mostrano valori di inibizione più 
elevati di 11h. 
I risultati ottenuti dalla valutazione di alcuni derivati isosteri, caratterizzati dal 
sistema del piridotiopirano (Tabella 1), hanno mostrato che l’introduzione 
dell’eteroatomo piridinico ha portato ad un miglioramento nell’inibizione 
enzimatica. Infatti, gli analoghi 2-anilino sostituiti (composti delle serie 14) hanno 
confermato di essere dotati di una notevole attività e tra i composti testati, il 
derivato 2-(p-metossi-anilino) sostituito (14b) ha prodotto la massima inibizione 
(98%) dell’attività tirosina chinasica. 
Come prosecuzione di questo programma di ricerca, è stata saggiata in vitro 
l’attività antiproliferativa di diversi composti su linee cellulari HUVEC (cellule 
endoteliali della vena ombelicale umana) e linee cellulari tumorali umane HeLa 
(adenocarcinoma della cervoce uterina), A-431 (carcinoma squamoso della pelle) 
MSTO-211H (mesotelioma bifasico). I risultati sono espressi come valori di IC50, 
cioè la concentrazione (µM) alla quale il composto è capace di produrre la morte 
cellulare del 50% rispetto alla coltura di controllo, usando come composto di 
riferimento SU5416 (Semaxanib) (Tabella 1). 
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Y S
NN
Z
X
R
 
Comp. Y Z X R KDR HUVEC HeLa A-431 MSTO-
211H 
10a CH - H H n.d n.d. >20 >20 >20 
10b CH - H p-OCH3 31 12 >20 >20 >20 
10c CH - H p-Cl n.d n.d. >20 >20 >20 
10d CH - OCH3 H n.d 2.9 >20 6.5±1.2 11.9±1.1 
10e CH - OCH3 p-OCH3 11 4.8 >20 >20 >20 
10f CH - OCH3 p-Cl n.d  >20 >20 >20 
10g CH - Cl H n.d  >20 >20 >20 
10h CH - Cl p-OCH3 41 4.7 >20 >20 >20 
10i CH - Cl p-Cl n.d  >20 >20 >20 
11a CH NH H H 83 4.5 10.2±2.1 >20 11.7±1.3 
11b CH NH H p-OCH3 73 0.76 0.7±0.5 0.96±0.25 1.08±0.04 
11c CH NH H p-Cl 71 4.4 15.6±2.2 >20 11.5±1.5 
11d CH NH OCH3 H 58 4.3 20.1 >20 15.0±1.6 
11e CH NH OCH3 p-OCH3 60 1.2 0.83±0.14 0.96±0.2 1.08±0.2 
11f CH NH OCH3 p-Cl 22 >20 >20 >20 >20 
11g CH NH Cl H 21 >20 >20 >20 >20 
11h CH NH Cl p-OCH3 18 16.4 2.1±0.2 5.8±0.4 >20 
11i CH NH Cl p-Cl 80 0.32 1.5±0.4 2.2±0.4 1.6±0.3 
11j CH NH H m-OCH3 89 0.80 6.03 ± 1.81 9.43 ± 0.21 0.80 ± 0.14 
11k CH NH H m-Cl 13 7.13 > 20 10.4 ± 1.8 6.10 ± 1.44 
11l CH NH H m-Br 17 7.0 > 20 10.6 ± 1.6 7.67 ± 1.26 
11m CH NH OCH3 m-OCH3 62 2.49 2.80 ± 0.44 2.10 ± 0.36 2.57 ± 0.87 
11n CH NH OCH3 m-Cl 40 11.2 11.9 ± 1.8 8.25 ± 2.72 5.6 ± 1.27 
11o CH NH OCH3 m-Br 35 1.89 2.93 ± 0.51 4.77 ± 0.42 2.20 ± 0.30 
12a CH NHCH2 H H n.d n.d. n.d. n.d. n.d. 
12b CH NHCH2 H p-OCH3 17 2.7 >20 >20 >20 
12c CH NHCH2 H p-Cl n.d n.d >20 >20 >20 
12d CH NHCH2 OCH3 H n.d n.d >20 >20 >20 
12e CH NHCH2 OCH3 p-OCH3 13 >20 >20 >20 >20 
12f CH NHCH2 OCH3 p-Cl n.d n.d >20 >20 >20 
12g CH NHCH2 Cl H n.d n.d >20 >20 >20 
12h CH NHCH2 Cl p-OCH3 35 12 >20 >20 >20 
12i CH NHCH2 Cl p-Cl n.d n.d. >20 >20 >20 
13a N - H H n.d n.d n.d n.d n.d 
13b N - H p-OCH3 20 n.d >20 >20 >20 
13c N - H p-Cl n.d n.d 16 >20 >20 
14a N NH H H 92 n.d n.d n.d n.d 
14b N NH H p-OCH3 98 n.d 0.084±0.022 0.12±0.02 0.13±0.02 
14c N NH H p-Cl 60 n.d n.d n.d n.d 
15a N NHCH2 H H 10 n.d n.d n.d n.d 
15b N NHCH2 H p-OCH3 38 n.d 2.7±0.2 >20 8.6±0.2 
15c N NHCH2 H p-Cl 11 n.d 5.4±0.7 8.3±0.8 7.8±0.3 
SU5416     67  38.5±0.5 37.2±0.4 27.3±1.8 
 
 
Tabella 1. 
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Considerando l’attività antiproliferativa dei composti 10, 11 e 12 di tipo 
benzotiopiranico, è stato confermato il ruolo cruciale della lunghezza della catena 
laterale e del gruppo NH, dal momento che solo la serie dei derivati 2-anilino 
sostituiti 11 ha mostrato un notevole effetto citotossico. Inoltre, può essere 
attribuito un notevole effetto anche al sostituente p-metossi sull’anello fenilico 
pendente, essendo i derivati 11b,e i più attivi. La sostituzione p-cloro sembra 
svantaggiosa, con eccezione di 11i nel quale è apparsa curiosamente una buona 
attività con l’introduzione di un secondo atomo di cloro in posizione 8. 
L’introduzione dell’eteroatomo della piridina nel sistema cromoforo ha portato ad 
un importante miglioramento nell’attività citotossica, con valori di IC50  
nell’ordine del nanomolare (14b). Anche nei derivati piridinici è confermato il 
ruolo cruciale della lunghezza della catena laterale, inoltre, in questa serie, 
l’attività è estesa agli omologhi benzilici (15b,c). 
Questi risultati preliminari sembrano indicare una relazione tra l’inibizione 
dell’attività enzimativa del VEGFR-2 e gli effetti citotossici osservati, poiché 
valori bassi di IC50 corrispondono generalmente a più alte percentuali di 
inibizione (11b, 11e, 14b). Tuttavia, le eccezioni a questa tendenza generale, ad 
esempio la mancanza di attività antiproliferativa del composto 10h (41% di 
inibizione del KDR) o la notevole attività antiproliferativa esercitata dal composto 
15c (11% di inibizione del KDR), suggeriscono il coinvolgimento di altre vie di 
segnale, che rimangono da chiarire.  
 
In questo contesto, il mio lavoro di tesi ha riguardato la sintesi di composti 
polieterociclici, caratterizzati da pirimidine fuse con i sistemi benzotiopirano e 
piridotiopirano in cui sono stati inseriti i  sostituenti in posizione meta del gruppo 
anilinico pendente (formula II).  
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Y S
NN
HN
X
R
 
II 
Y = CH, N;   X = H, Cl,   R = Cl, OCH3, Br; 
16a-c:   Y = CH;   X = Cl;   R = Cl, OCH3, Br 
17a-c:   Y = N;   X = H;   R = Cl, OCH3, Br 
 
In particolare, sull’anello aromatico della funzione N-anilinica o N-benzilaminica 
delle pirimidine appena descritte sono stati inseriti nella posizione meta oltre a Cl 
ed OCH3, che erano già  stati inseriti in posizione para, anche il Br, dato che 
numerosi inibitori del recettore VEGFR-2, descritti in letteratura, sono 
caratterizzati dalla presenza di questo tipo di sostituente.[60] 
 
 
Sintesi delle benzotiopiranopirimidine 2-aril sostituite (16a-c) 
 
La procedura sintetica impiegata nella preparazione di tutti i composti 16 ha 
coinvolto come primo passaggio, la preparazione del composto 7-cloro-2,3-diidro-
1-benzopiran-4(4H)-one 18 (schema 1). 
 
S
O
Cl
 
      18 
 
Un eccesso di acido 3-bromopropionico in una soluzione satura di bicarbonato di 
sodio è stato aggiunto ad una soluzione di 3-clorotiofenolo in una soluzione 
acquosa al 10% di idrossido di sodio. La miscela di reazione è stata sottoposta ad 
agitazione a t.a. per 12 ore e poi a riflusso per 3 ore, raffreddata ed acidificata con 
acido cloridrico concentrato fino a pH 4. Il solido precipitato è stato raccolto 
tramite filtrazione e lavato con acqua per ottenere, con una buona resa, il 
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corrispondente acido tiopropionico 19 puro, questo, per trattamento con acido 
solforico ha dato il corrispondente 2,3-diidro-1-benzopiran-4(4H)-one grezzo 18, 
che è stato purificato mediante cristallizzazione da etere di petrolio 30-60° 
(schema 1). 
 
Schema 1. 
 
SH SCH2CH2COOH S
O
i ii
Cl Cl Cl
19 18
Reagenti e condizioni: i: acido 3-bromopropionico in NaHCO3 soluzione acquosa e NaOH 10% 
12h t.a. 100°C, 3h, ii: H2SO4 12h t.a. 
 
 
Generalmente, la procedura di sintesi che porta al sistema pirimidinico sfrutta la 
reattività 1,3-bielettrofila degli intermedi 3-dimetilamminometilenici 20 [62-63] 
nella reazione con amidine binucleofile appropriate (o con appropriate guanidine) 
in ambiente basico.[64] 
La preparazione del derivato 20, è stata effettuata con buone rese, usando come 
composti di partenza il tiopiranone 18, per reazione con un eccesso di 
dimetilformammide dimetilacetale (DMF DMA) in toluene a riflusso (schema 
2).[65] 
Successivamente, il derivato 3-dimetilamminometilenico 20 è stato fatto reagire 
con guanidina cloridrato ottenendo il derivato 2-amminopirimidinico 21, che, per 
reazione in atmosfera di azoto con l’appropriato fenilioduro meta-sostituito in 
diossano anidro in presenza di K2CO3, N’,N’-dimetiletilendiammina e CuI ha 
fornito i composti anilinici desiderati 16a-c (schema 2).  
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Schema 2 
 
S
O
CHN
CH3
CH3
S
O
Cl Cl S
NN
NH2
S
NN
HN
R
Cl
Cl
18 20
16a-c
21
  i ii
 iii
 
a: R = OCH3 
b: R= Cl 
c: R = Br 
 
Reagenti e condizioni: i:  DMF DMA, a riflusso in toluene; ii: guanidina cloridrato, EtONa, a 
riflusso in etanolo; iii: fenilioduro m-sostituito, K2CO3, N,N'-dimetiletilendiammina, CuI, 
diossano. 
 
 
La miscela di reazione è stata scaldata a 100°C e lasciata in agitazione per 24 ore. 
Dopo raffreddamento, alla sospensione ottenuta sono stati aggiunti 2,5 ml di NH3 
concentrata ed una soluzione satura di NaCl. La miscela è stata poi estratta con 
acetato di etile e la soluzione ottenuta è stata evaporata a pressione ridotta 
ottenendo un residuo, che, purificato tramite cromatografia flash, usando come 
miscela eluente etere di petrolio 60-80°C/ acetato di etile 5:5, ha fornito i derivati 
anilinici 16a-c (tabella I).  
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Sintesi delle piridotiopirano-pirimidine 2-aril sostituite (17a-c) 
 
Analogamente, la via sintetica utilizzata nella preparazione dei composti 17a-c ha 
coinvolto, come primo step, la preparazione del già descritto 2,3-
diidrotiopiran[2,3-b]piridin-4(4H)-one 22. [66] 
 
N S
O
 
22 
 
La reazione dell’acido 2-mercatopiridin-3-carbossilico con l’acido 3-
bromopropionico in soluzione acquosa di idrossido di sodio ha dato l’acido 3-(3-
carbossi-2-piridiltio)proprionico 23 con resa molto buona (98%), il quale per 
trattamento con acetato di sodio anidro e anidride acetica, ha portato al composto 
grezzo desiderato 22 (schema 3), la cui purificazione è stata effettuata tramite 
filtrazione su colonna cromatografica in gel di silice (60/0.040-0.063 mm), usando 
come miscela eluente etere di petrolio 60-80°C/ acetato di etile 7:3. 
 
Schema 3 
 
N SH N SCH2CH2COOH N S
O
i ii
23 22
COOH COOH
 
Reagenti e condizioni: i: acido 3-bromopropionico in NaHCO3 aq. e NaOH 10%, 60°C, 4h; ii: 
AcONa/Ac2O, 160°C, 2h. 
 
 
Successivamente, la preparazione del derivato intermedio 3-
dimetilamminometilenico 24[64] è stata effettuata, con buone rese, a partire dal 
tiopiranone 22, [66] per reazione con un eccesso di dimetilformammide 
dimetilacetale a riflusso in toluene (schema 4). 
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La preparazione dei composti 17a-c è stata quindi ottenuta adottando lo stesso 
schema di sintesi dei composti 16.[67] Il derivato 3-dimetilamminometilenico 24 è 
stato fatto reagire con la guanidina cloridrato ottenendo il derivato 2-
amminopirimidinico 25, il quale, per reazione in atmosfera di azoto con gli 
appropriati fenilioduri m-sostituiti, in diossano anidro in presenza di K2CO3, 
N’,N’-dimetiletilendiammina e CuI, ha fornito i composti 17a-c (schema 4). La 
miscela di reazione è stata scaldata a 100°C e sottoposta ad agitazione per 24 ore. 
Dopo raffreddamento, alla sospensione ottenuta sono stati aggiunti 2,5 ml di NH3 
concentrata ed una soluzione satura di NaCl. La miscela è stata estratta con 
acetato di etile, la soluzione ottenuta è stata evaporata a pressione ridotta dando un 
residuo, il quale, purificato per mezzo di cromatografia flash usando come miscela 
eluente etere di petrolio 60-80°C/ acetato di etile 5:5, ha fornito i derivati anilinici 
desiderati 17a-c (tabella I). 
 
Schema 4 
 
N S
O
CHN
CH3
CH3
N S
O
N S
NN
NH2
N S
NN
HN
R
22 24 25
17a-c
  i ii
 iii
         a: R = OCH3 
b: R= Cl 
c: R = Br 
 
Reagenti e condizioni: i  DMF DMA, a riflusso in toluene; ii: guanidina cloridrato, EtONa, a 
riflusso in etanolo; iii: fenilioduro m-sostituito, K2CO3, N,N'-dimetilendiammina, CuI, diossano. 
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L’attività biologica dei nuovi composti pirimidinici sintetizzati 16-17 sarà valutata 
grazie ad una collaborazione consolidata con un gruppo di ricerca dell’Università 
di Padova.  
In questo studio, è prevista la valutazione dell’attività citotossica su cellule 
HUVEC (cellule endoteliali della vena ombelicale umana) e la capacità di 
inibizione sui recettori EGFR e VEGFR, attraverso saggi enzimatici specifici. 
Inoltre, viene saggiata l’attività antiproliferativa dei composti ottenuti su linee 
cellulari tumorali umane HeLa (adenocarcinoma della cervice uterina), A-431 
(carcinoma epidermide squamoso) e MSTO-211H (mesotelioma bifasico), i 
risultati sono espressi come valori IC50, ovvero la concentrazione (µM) alla quale 
il composto produce la morte del 50% delle cellule rispetto alla coltura di 
controllo. 
 
  
Tabella I 
Y S
NN
HN
X
R
 
 
Analisi (%) 
Calc./Trov. 
N X Y R Resa 
(%) 
P. f. °C 
Solv. Crist.  
1H nmr (δ ppm) Formula 
molecolare 
C H N 
16a Cl CH OCH3 18 166-167 3.77 (s, 3H, OCH3); 4.07 (s, 2H, CH2-
S); 6.56 (s, 1H, Ar-H); 7.20 (t, 1H, Ar-
H); 7.32 (d, 1H, Ar-H); 7.46-7.50 (dd, 
1H, Ar-H); 7.60 (s, 1H, Ar-H); 8.28 (s, 
1H, Ar-H); 8.50 (s, 1H, Ar-H); 9.77 (s, 
1H, NH exch.) 
C18H14ClN3OS 61.16 
61.04 
4.37 
4.32 
12.21 
12.17 
16b Cl CH Cl 20 220-221 4.08 (s, 2H, CH2-S); 7.00 (d, 1H, Ar-
H); 7.33 (t, 1H, Ar-H); 7.32 (d, 1H, Ar-
H); 7.44-7.50 (dd, 1H, Ar-H); 7.60 (d, 
1H, Ar-H); 7.72 (d, 1H, Ar-H); 8.00 (s, 
1H, Ar-H); 8.25 (d, 1H, Ar-H); 8.53 (s, 
1H, Ar-H); 9.99 (s, 1H, NH exch.) 
C17H11Cl2N3S 56.68 
56.20 
3.08 
3.88 
11.66 
11.57 
  
16c Cl CH Br 30 212-213    4.07 (s, 2H, CH2-S); 7.11-7.13 (dd, 1H, 
Ar-H); 7.26 (t, 1H, Ar-H); 7.43-7.46 
(dd, 1H, Ar-H); 7.57 (d, 1H, Ar-H); 
7.73-7.76 (dd, 1H, Ar-H); 8.15 (t, 1H, 
Ar-H); 8.24 (d, 1H, Ar-H); 8.52 (s, 1H, 
Ar-H); 9.93 (s, 1H, NH exch.) 
C17H11BrClN3S 50.45 
50.31 
2.74 
2.69 
10.38 
10.33 
17a H N OCH3 35 154-155 3.76 (s, 3H, OCH3); 4.20 (s, 2H, CH2-
S); 6.53-6.58 (dd, 1H, Ar-H); 7.21 (t, 
1H, Ar-H); 7.32-7.44 (m, 2H, Ar-H); 
7.55 (s, 1H, Ar-H); 8.51-8.56 (m, 3H, 
Ar-H); 9.77 (s, 1H, NH exch.) 
C17H14N4OS 63.33 
63.29 
4.38 
4.33 
17.38 
17.31 
17b H N Cl 20 146-148 4.21 (s, 2H, CH2-S); 7.00 (d, 1H, Ar-
H); 7.30-7.44 (m, 2H, Ar-H); 7.70-7.74 
(m, 2H, Ar-H); 7.99 (s, 1H, Ar-H); 
8.49-8.57 (m, 2H, Ar-H); 9.99 (s, 1H, 
NH exch.) 
C18H14N2OS 70.56 
7.51 
4.61 
4.58 
9.14 
9.08 
17c H N Br 18 193-194 4.21 (s, 2H, CH2-S); 7.13 (d, 1H, Ar-
H); 7.28 (t, 1H, Ar-H); 7.37-7.43 (dd, 
1H, Ar-H); 7.69-7.79 (m, 2H, Ar-H); 
8.14 (s, 1H, Ar-H); 8.49-8.57 (m, 2H, 
Ar-H); 9.98 (s, 1H, NH exch.) 
C16H11BrN4S 51.76 
51.66 
2.99 
2.61 
15.09 
14.94 
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Materiali e metodi 
 
Se non diversamente specificato tutti i solventi ed i reagenti utilizzati per la sintesi 
sono stati acquistati dalle ditte fornitrici e sono stati usati senza ulteriore 
purificazione.  
Come agente essiccante è stato utilizzato il solfato di magnesio. 
L’evaporazione dei solventi è stata effettuata sotto vuoto utilizzando l’evaporatore 
ruotante. 
Le rese (%) si riferiscono a composti cromatograficamente e spettroscopicamente 
(1H-NMR) omogenei.  
Le reazioni sono state monitorate mediante cromatografia su strato sottile (T.L.C.) 
realizzate su foglio di alluminio ricoperte di silice (MERK 60 F-254, spessore 0.2 
mm). Per le colonne cromatografiche è stata usato il gel di silice 60 (230-400 
mesh).  
Gli spettri di risonanza magnetica del protone (1H-NMR) sono stati eseguiti in 
soluzione di dimetilsolfossido esa-deuterato (DMSO-d6) con uno spettrometro 
Varian Gemini-200 (200-MHz) utilizzando (CH3)4Si (TMS) come standard 
interno. 
I punti di fusione sono stati determinati con un apparecchio di Reichert Köfler e 
non sono stati corretti.
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Acido 3-[(3-clorofenil)tio]propionico 19[61] 
 
3.3 ml (0.0285 moli) di 3-clorotiofenolo vengono solubilizzati in 8,6 ml di una 
soluzione di NaOH 10% e 4.580 g (0.0365 moli) di acido 3-bromopropionico 
vengono solubilizzati in una soluzione ottenuta sciogliendo 3.1 g (0.0365 moli) di 
NaHCO3 in 28 ml di H2O. Le due soluzioni vengono riunite e la miscela così 
ottenuta è lasciata in agitazione magnetica a temperatura ambiente per 12 ore e 
quindi a riflusso per 3 ore. Si ottiene una soluzione che viene acidificata con HCl 
conc. fino a pH = 4. Il solido bianco che precipita viene raccolto per filtrazione 
ottenendo 5.66 g di prodotto 19 (resa: 92%).  
P. f.: 75-80°C (letteratura: 77-78°C)[61] 
 
 
 
7-Cloro-2,3-diidro-1-benzotiopiran-4(4H)-one 18[61] 
 
A 5.66 g (0.0262 moli) di prodotto 19 vengono addizionati 45 ml di acido 
solforico conc., la miscela di reazione viene tenuta in agitazione magnetica a 
temperatura ambiente. Dopo alcune ore la miscela di reazione è trattata con 
ghiaccio ed il solido che precipita viene raccolto per filtrazione. Si ottiene il 
composto desiderato 18 che viene purificato mediante cristallizzazione con etere 
di petrolio 30°-60°. 
Si ottengono 3.679 g di prodotto desiderato (resa: 70.74 %).  
P. f.: 60-62°C (letteratura: 64-65.5°C)[61] 
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3-dimetilamminometilen-2,3-diidro-4H-1-benzotiopiran-4-one 20[65] 
 
2.60 ml (0.0193 moli) di dimetilformammide dimetilacetale (DMF DMA) 
vengono addizionati ad una soluzione, in agitazione, di 1.500 g (0.00773 moli) del 
7-clorobenzotiopiranone 18 in 10 ml di toluene; la miscela risultante viene fatta 
refluire per 12 ore controllando l’andamento della reazione mediante TLC 
(Benzina 60o-80o/AcOEt = 9:1). 
Per raffreddamento si ottiene una soluzione che viene portata a secco a pressione 
ridotta ed il residuo viene ripreso con Et2O, filtrato e fatto seccare, ottenendo il 
prodotto desiderato 20 (resa quantitativa). 
20 m.p.: 95-97 (non riportato in lett.)[64] 
 
 
 
2-ammino-7-cloro-5H-benzotiopirano[4,3-d]pirimidina 21  
 
0,160g (1,70mmoli) di guanidina cloridrato sono stati aggiunti, a temperatura 
ambiente, in atmosfera di azoto, ad una soluzione, in agitazione, di etossido di 
sodio (0,059 g, 2,55 mmoli di sodio in 8 mL di etanolo anidro). La sospensione 
risultante è stata fatta reagire a temperatura ambiente per 15 minuti, sotto costante 
agitazione, quindi è stato aggiunto il dimetilamminometilen derivato 20 (0,85 
mmoli) e la miscela di reazione è stata fatta refluire per 6h. Dopo raffreddamento, 
la sospensione risultante è stata portata a secco a pressione ridotta ed il residuo 
ottenuto è stato lavato con acqua e filtrato a dare la pirimidina 21 grezza, la quale 
è stata purificata mediante cristallizzazione da etanolo.  
 
23c: 75% di resa. P. f. 180-182°C; 1H-NMR (dimetilsolfossido d6): δ 3.95 (s, 2H, 
CH2S); 6.71 (s, 2H, NH2 scamb) 7.35-7.41 (dd, 1H, 9-ArH J9-10 = 8.2Hz J9-7 = 2.2 
Hz); 7.51 (d, 1H, 7-ArH J7-9 = 2.0 Hz); 8.17 (d, 1H, 10-H J10-9 = 8.0 Hz); 8.24 (s, 
1H, 4-ArH) 
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Anal. Calc. per C11H8ClN3S: C, 52.90; H, 3.21; N, 16.83; Trov. C, 52.75; H, 3.24; 
N, 16.85 
 
 
 
Procedura generale per la sintesi delle 2-Anilino-5H-benzotiopirano[4,3-
d]pirimidine 16a-c 
 
L’opportuna 2-ammino-5H-benzotiopirano[4,3-d]pirimidina 21 (0,417 mmoli) è 
stata addizionata, a temperatura ambiente, in atmosfera d’azoto, di 0,079 g di CuI 
(0,417 mmoli) e 0,115 g di K2CO3 anidro (0,833 mmoli). Quindi è stato 
addizionato l’opportuno aril ioduro m-sostituito (0,694 mmoli), 0,04 mL di 
DMEDA (0,417 mmoli) in 2,5 mL di diossano. La miscela di reazione è stata 
scaldata a 100°C, in agitazione, per 24 ore. Dopo raffreddamento alla miscela di 
reazione sono stati addizionati 2,5 mL di NH3 concentrata ed una soluzione satura 
di NaCl (10-15 mL). La miscela ottenuta è stata estratta con acetato di etile, la 
fase organica è stata evaporata a pressione ridotta a dare un residuo che è stato poi 
purificato mediante cromatografia flash, usando come miscela eluente etere di 
petrolio 60-80°C/acetato di etile 5:5, a dare i composti 16a-c (tabella I). 
 
 
 
Acido 3-(3-carbossi-2-piridiltio)propionico 23[68] 
 
11,83 g (77,3 mmoli) di acido 3-bromopropionico in 100 mL d’acqua e 6,5 g 
(72,0 mmoli) di sodio idrogeno carbonato sono stati aggiunti ad una soluzione di 
10g (64,5 mmoli) di acido 2-mercaptopiridin-3-carbossilico in 62 mL di soluzione 
acquosa di idrossido di sodio al 10%. La miscela di reazione è lasciata in 
agitazione per 4 ore a 60°C, raffreddata e acidificata con acido cloridrico fino a 
pH 2. Il prodotto solido precipitato è stato raccolto e lavato con acqua a dare 
14,52 g (98% di resa) di composto 23 puro. 
P.f. 205-208°C (dec) (etil acetato) 
Parte sperimentale 
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2,3-Diidrotiopirano[2,3-b]piridin-4(4H)-one 22[68] 
 
Una soluzione di acido 3-(3-carbossi-2-piridiltio)proprionico 23 (8,0 g, 35,2 
mmoli) ed acetato di sodio anidro (5,376 g, 64 mmoli) in 72 mL di anidride 
acetica è stata fatta refluire a 160°C per 2 ore. Dopo raffreddamento, la miscela di 
reazione è stata diluita con acqua, alcalinizzata con una soluzione di NH4OH al 
30% fino a pH 8-9 e, dopo aver filtrato il materiale scuro, è stata estratta con 
acetato di etile. Gli estratti combinati sono stati lavati con acqua, essiccati e 
portati a secco a dare 4,6 g di 22 grezzo con aspetto di un olio arancione. La 
purificazione è stata effettuata per mezzo di filtrazione su colonna cromatografica 
di gel di silice (60/0,040-0,063 mm), usando come miscela eluente etere di 
petrolio 60-80°C/ acetato di etile 7:3. Il prodotto recuperato dalle frazioni meno 
mobili (tlc)  ha dato 0,87 g (25% di resa) di 22 puro. 
p.f. 66-67°C (etere di petrolio 60-80°C) 
 
 
 
2,3-Diidro-3-dimetilamminometilentiopirano[2,3-b]piridin-4(4H)-one 24[64] 
 
Un eccesso di dimetilformammide dimetilacetale (1 mL, 7,5 mmoli) è stato 
aggiunto ad una soluzione, in agitazione, di 0,500 g (3,03 mmoli) di 
2,3.diidrotiopirano[2,3-b]piridin-4(4H)-one 22 in 5 mL di toluene e la miscela è 
stata fatta rifluire per 16 ore. Dopo raffreddamento, la soluzione ottenuta è stata 
evaporata a pressione ridotta, fornendo un residuo che è stato trattato con etere 
etilico e filtrato a dare 0,621g di composto 24 (93,4% di resa). 
p.f. 100-101°C 
 
 
 
 
 
Parte sperimentale 
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2-ammino-5H-pirido[3',2':5,6]tiopirano[4,3-d]pirimidina 25[68] 
 
0,160 g di guanidina cloridrato sono stati aggiunti ad una soluzione, in agitazione, 
di etossido di sodio (0,059 g, 2,55 mmoli di sodio in 8 mL di etanolo anidro), a 
temperatura ambiente, in atmosfera di azoto. La sospensione risultante è stata 
agitata a temperatura ambiente per 15 minuti, dopodiché sono stati addizionati 
0,187 g (0,85 mmoli) di composto 24 e la miscela di reazione è stata fatta rifluire 
per 6 h. Dopo raffreddamento, la sospensione risultante è stata concentrata a 
pressione ridotta ed il residuo ottenuto è stato lavato con acqua e raccolto a dare la 
pirimidina 25 grezza, la quale è stata poi purificata tramite cristallizzazione da 
etanolo (60% di resa).  
p.f. 195-197°C 
 
 
 
Procedura generale per la sintesi delle 2-Anilino-5H-
pirido[3',2':5,6]tiopirano[4,3-d]pirimidine 18a-c  
 
La 2-ammino-pirimidina 25 (0,417 mmoli) è stata addizionata, a temperatura 
ambiente, in atmosfera d’azoto, di 0,079 g di CuI (0,417 mmoli) e 0,115 g di 
K2CO3 anidro (0,833 mmoli). Quindi è stato addizionato l’opportuno aril ioduro 
m-sostituito (0,694 mmoli), 0,04 mL di DMEDA (0,417 mmoli) in 2,5 mL di 
diossano. La miscela di reazione è stata scaldata a 100°C, in agitazione, per 24 
ore. Dopo raffreddamento alla miscela di reazione sono stati addizionati 2,5 mL di 
NH3 concentrata ed una soluzione satura di NaCl (10-15 mL). La miscela ottenuta 
è stata estratta con acetato di etile, la fase organica è stata evaporata a pressione 
ridotta a dare un residuo che è stato poi purificato per mezzo di una cromatografia 
flash usando come miscela eluente etere di petrolio 60-80°C/acetato di etile 5:5, a 
dare i composti 18a-c (tabella I) 
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